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1. Einleitung

a. Meningeome

1.a.1. Epidemiologie

Meningeome sind von den Meningen ausgehende, lberwiegend langsam
wachsende, zumeist benigne Tumoren. Die Ursprungszellen sind die
Deckzellen der Arachnoidea Mater des Gehirns und des Ruckenmarks [Perry,
2006]. Der Begriff ,Meningeom* geht auf eine Arbeit von Harvey Cushing aus
dem Jahre 1922 zuriick [Cushing, 1922].

Sie gehdren zu den haufigeren Tumoren, so sind schatzungsweise 24 bis 30 %
aller primaren intrakraniellen Tumore Meningeome [Perry et al. 2007]. Unter
den benignen Tumoren des ZNS betragt der Anteil der Meningeome bis zu
95%. Die Inzidenz liegt bei 13 Personen pro 100.000 Einwohnern (ltalien). Viele
kleine Meningeome bleiben zu Lebzeiten unentdeckt, so werden bei 1,4 % aller
Autopsien inzidentielle Meningeome gefunden [Rausing et al. 1970]. Inzwischen
werden, insbesondere durch die seit einiger Zeit haufiger durchgefihrten CT-
und MRT Untersuchungen, mehr Meningeome als Zufallsbefund entdeckt
[Perry et al. 2007]. Frauen erkranken haufiger als Manner, das Verhéaltnis
betragt bei Menschen mittleren Alters 1.7:1. Dabei ist der Anteil der Frauen mit
der Zeit gestiegen [Perry et al. 2007]. Vor allem Menschen mittleren Alters und
alte Menschen sind von Meningeomen betroffen, das Haupterkrankungsalter
liegt zwischen 50 und 70 Jahren. Aber auch im Kindesalter konnen
Meningeome auftreten, bei ihnen ist der Verlauf oft aggressiver. Meningeome
die mit hereditaren Tumorerkrankungen assoziiert sind, erscheinen eher bei
jungen Patienten und sind bei beiden Geschlechtern gleich verteilt [Perry et al.
2007].

1.a.2. Histopathologie, Lokalisation, biologisches Verhalten

Die Tumor-Konsensusgruppe der Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt
Meningeome in Typen des Grades | bis Typen des Grades llI.
Die Mehrzahl der Meningeome ist benigne mit einem niedrigen Rezidivrisiko,

einem weniger aggressiven Wachstum und wird als Grad | deklariert. Aus
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histologischer Sicht wird die Gruppe der WHO Grad | Meningeome
entsprechend ihrem morphologischen Erscheinungsbild unterteilt, ohne dass
dies einen Einfluss auf die klinische Relevanz héatte. Hierzu gehdren die
besonders haufigen meningeotheliomathtsen, fibromatésen und transitionalen
Meningeome, sowie die etwas seltener auftretenden psammomatdsen, die
angiomatdsen, die mikrozystischen, die sekretorischen, die
lymphoplasmazellreichen und die metaplastischen Meningeome.

Meningeome des WHO Grades Il und Ill haben ein hdheres Rezidivrisiko und/
oder ein aggressiveres Wachstum.

Dem WHO Grad Il werden vor allem die atypischen Meningeome (15 bis 20 %)
sowie die infiltrativ in das ZNS einwachsenden Formen zugerechnet und die
klarzelligen und chordoiden Varianten.

Tumore des WHO Grad Il bestehen vor allem aus den anaplastischen
Meningeomen (1 bis 2%), desweiteren werden die papillaren und die
rhabdoiden Meningeome aufgrund ihrer schlechten Prognose ebenfalls in
dieser Gruppe aufgefuhrt [Perry et al. 2007, Perry, 2006]. In malignen
Meningeomen wird eine Metastasierung haufiger beobachtet, hierbei streuen

sie vor allem in die Lunge, Pleura, Knochen und die Leber [Perry et al. 2007].

Die Mehrzahl der Meningeome wachst in den intrakraniellen, intravertebralen
und orbitalen Hohlrdumen. Am haufigsten sind intrakranielle Meningeome an
der zerebralen Konvexitat, oft nah an der Falx Cerebri lokalisiert, wéhrend
spinale Meningeome vor allem thorakal zu finden sind [Perry et al. 2007] .

Atypische sowie anaplastische Meningeome wachsen eher an der Falx und den

lateralen Convexitaten [Maier et al. 1992].

Cushing und Eisenhardt sowie etwas spater Simpson gehérten zu den Ersten,
die sich mit Rezidiven bei Meningeomen beschéftigten [Cushing et al. 1938,
Simpson, 1957]. Die Rezidivrate von benignen Meningeomen liegt bei 7 bis 29
%, die von atypischen bei 29 bis 40 % und die von anaplastischen sogar bei 50
bis 78 %. [Melamed et al. 1979 Jaaskelainen et al. 1985, Kolles et al. 1995,
Maier et al. 1992, Perry et al. 1999, Perry et al. 1997]. Somit sind Rezidive bei

Meningeomen ein relativ haufiges Ereignis mit klinischer Relevanz.
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Wichtig fur die Prognose von Rezidiven sind verschiedene Risikofaktoren. Dazu
gehoren nach Jaaskelainen eine Infiltration der Dura, des Knochens oder eine
weiche Konsistenz des Tumors. Bei Patienten ohne einen dieser aufgezahlten
Risikofaktoren wurde dabei in 11% ein Rezidiv beobachtet, wahrend mit einem
Risikofaktor in 15 bis 24% der Falle und mit zwei Risikofaktoren in 34 bis 56%
der Félle ein Rezidiv auftrat [Jaaskeldainen 1986].

In einer anderen Arbeit berichten Mahmood et al. von 2 Rezidiven bei 183
benignen und 10 Rezidiven bei 16 malignen Meningeomen. Weder Geschlecht,
noch Lokalisation und Tumorhistologie, noch eine postoperative Radiotherapie
hatten einen Einfluss auf das Rezidiv- Verhalten [Adegbite et al. 1983,
Mahmood et al. 1994].

Neuere Studien gehen hingegen von einem positiven Einfluss der
Radiotherapie aus. Eine postoperative Radiothearapie mit mind. 50 Gy tragt bei
Patienten mit atypischen oder malignen Meningeomen zur Verbesserung der
Prognose bei [Milosevic et al. 1996, Hug et al. 2000].

1.a.3. Atiologie

Die Atiologie von Meningeomen wird kontrovers diskutiert.

Da Frauen héaufiger von Meningeomen betroffen sind, wird seit langem
diskutiert, ob Steroiden eine Mediatorfunktion zukommt. So wurde der
veranderte Sexualhormonstatus von schwangeren Frauen mit
Meningeomwachstum in Zusammenhang gebracht [Donnell et al 1979].

Auch von einem epidemiologischen Zusammenhang zwischen Brustkrebs und
Meningeomen wurde berichtet [Schoenberg et al. 1979].

Aus diesem Grund sind auch Ostrogen- und Progesteronspiegel bzw. ihre
Steroidrezeptoren Gegenstand vieler wissenschaftlicher Arbeiten. Der
Ostrogenrezeptor wird nur in einem geringen Anteil der Meningeome exprimiert,
wahrend die Mehrzahl den Progesteronrezeptor (PgR) exprimiert [Carroll et al.
1993, Black et al. 1996, Strik et al. 2002]. Der Beitrag von Sexualhormonen fur
die Tumorentstehung und die genaue prognostische Verwendbarkeit sind dabei
noch nicht endgultig geklart und Gegenstand der Diskussion. Auf den PgR wird

im Kapitel 1.c. genauer eingegangen.
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Die Bestrahlung des Kopfes zu therapeutischen Zwecken wird als Ausldser fur
einen Teil der Meningeome angesehen. So sind Meningeome sowohl nach
hohen, als auch nach mittleren und niedrigen Bestrahlungsdosen beschrieben.
Das durchschnittliche Auftreten bis zum Erscheinen des Tumors betrug hierbei
zwischen 19 und 35 Jahren. Die meisten Patienten in dieser Arbeit hatten
wegen einer Tinea Capitis eine niedrigdosierte Bestrahlung erhalten (800 rad),
die zweitgroRte Gruppe erhielt eine Hochdosis Bestrahlung (2000 rad) aufgrund
von vorhandenen priméaren Hirntumoren [Harrison et al. 1991]. Meningeome die
durch eine Bestrahlung induziert wurden, waren haufiger atypisch oder
aggressiv und kamen eher in jingeren Jahren vor [Harrison et al. 1991, Mack et
al. 1993, Musa et al. 1995].

Zytogenetisch scheint auch der Verlust des Chromosoms 22 eine
charakteristische Rolle bei der Entstehung von Meningeomen zu spielen [Zang
et al. 1982, Zankl et al. 1972]. Karyotypischen Abnormalitaten wie Verlust des
Chromosoms 22 und Abnormalitaten der Chromosomen 1, 3 und 6 sind
vermehrt in anaplastischen malignen Meningeomen anzutreffen [Perry et al.
1996]. Auch die Deletion des kurzen Armes von Chromosom 1 [Kolles et al.
1995] und der Verlust des Chromosoms 14 [Schneider et. al 1995] wurden
gehauft beobachtet.

Haufig ist das auf dem Chromosom 22 kodierte NF2 Gen (Neurofibromatose
Typ 2) in Meningeomen mutiert [Perry et al. 2007]. Mutationen des NF2 Genes
werden in bis zu 60% der sporadischen Meningeome beobachtet [Lekanne et
al. 1994, Papi et al. 1995, Wellenreuther et al. 1995]. Entsprechend werden in
49,2% der NF2- Patienten Meningeome beschrieben [Parry et al. 1994].

1.a.4. Klinik

Ein Grolteil der Meningeome zeigt keine Symptome. Vorhandene Symptome
sind relativ unspezifisch und werden u.a. durch eine Kompression der
angrenzenden Strukturen ausgelost. Hierzu zahlen langsam fortschreitende
Kopfschmerzen sowie epileptische Anfélle. Epilepsien treten bei

GroRRhirnkonvexitats- Meningeomen zumeist fokal, bei basaler Lokalisation
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auch generalisiert auf. Bei Falxmeningeomen kénnen Paresen der Beine und
Blasenstérungen vorkommen, wahrend es bei Olfaktoriusmeningeomen zu
Geruchsstorungen kommen kann. Sehstérungen wie eine Einschréankung des
Gesichtfeldes und eine Verschlechterung des Visus kénnen ein Hinweis auf ein
mediales Keilbeinmeningeom sein. Meningeome des Kleinhirnbrickenwinkel
kobnnen zusatzlich zu Horminderungen fuhren. Bei Rickenmarks-
Meningeomen kann es zu Querschnittslahmungen kommen. Auch psychische

Veréanderungen werden beobachtet [Miller et al. 2006, Perry et al. 2007].

1.a.5. Bildgebende Verfahren

In Rontgenidbersichtsaufnahmen des Schadels kdnnen Hyperostosen als
indirekter Hinweis fir eine Meningeominfiltration entdeckt werden. Die
bildgebenden Methoden der Wahl zur Erkennung von Meningeomen sind aber
das CCT oder die MRT. Die durabasierte Raumforderung ist im Kontrastmittel-
CT stark hyperdens und zum Gehirn scharf abzugrenzen, eventuell mit
Verkalkungen und einem perifokalen Odem. Angiographisch zeigt sich ein
typisches Gefal3bild mit einer sehr guten Vaskularisation [Mller et al. 2006].

Im MRT zeigen sich Meningeome als isodense Kontrastmittelaufnehmende
durale Masse, die kalzifiziert sein kann. Charakteristisch ist ein sog. ,dural tail®,
der eine durale Ausdehnung anzeigen kann, in manchen Fallen aber auch nur

hypervaskularisiertes Gewebe darstellt [Perry et al. 2007].

1.a.6. Therapie

Je nach WHO Klassifikation ist das therapeutische Vorgehen unterschiedlich.
Meningeome, WHO Grad I:

Alle Subgruppen werden nach dem gleichem Schema therapiert, da die
histologischen Varianten keine prognostische Bedeutung haben. Das Ziel einer
Operation ist hierbei eine kurative Resektion. Bei bestimmten Lokalisationen ist
dies oft nicht moglich, wie im Bereich grof3er vendser Blutleiter, bei
Optikusmeningeomen oder bei einer Infiltration des Sinus cavernosus, da hier
die Gefahr einer Visusverschlechterung oder einer Okulomotorikstérungen

besteht. Bei symptomatischen, inoperablen Tumoren oder progredientem
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Rezidiv erfolgt eine Strahlentherapie mit 5 x 1,8 Gy pro Woche mit 50,4 bis 54
Gy.

Der Sicherheitssaum ist dabei abhéngig von der Lokalisation des Tumors und
dem Immobilisierungssystem. Fir Optikusscheidenmeningeome die mit 3-D-
konformaler Prazisionstherapie in einem Heidelberger Maskensystem
behandelt werden, betragt er 5 mm, bei diffusen Konvexitatsmeningeomen und
konventioneller Technik betragt er bis zu 2 cm. Fraktionierte
Konformationsbestrahlung wird bei inoperablen Meningeomen, Sinus
Cavernosus- und Optikusscheidenmeningeomen angewandt. Fur kleine
lokalisierte Meningeome kann eine stereotaktische Einzelbestrahlung in
Betracht gezogen werden.

Wenn es nach einer Bestrahlung zu einer Progression kommt, kann eine
Chemotherapie mit Hydroxyharnstoff versucht werden, mit 20 mg/kg/Tag tber 1
bis 2 Jahre.

Zur Nachsorge werden MRT Untersuchungen empfohlen. Die erste erfolgt in
der Regel nach einem Jahr, dann in zweijahrigem Abstand, spater in grol3eren
Intervallen. Bei Patienten mit Tumoren der Sehbahn, bzw. bei therapeutischen
Eingriffen in dieser Region sollten zusatzlich ophtalmologische und

endokrinologische Kontrollen erfolgen.

Meningeome, WHO Grad II:
Die Therapie erfolgt wie bei Meningeomen des Grades | und die Nachsorge wie
beim Grad IIl.

Maligne Meningeome, WHO Grad llI:

Die Operation hat das Ziel der mikrochirurgisch kompletten Resektion. Bei
inkompletter Resektion oder nach einem Rezidiv mit makroskopisch kompletter
Resektion, wird mit einer Dosis von 5 x 2 Gy pro Woche bis 60 Gy mit 3 bis 4
cm Sicherheitssaum bestrahlt. Die Indikation zur Chemotherapie ist hier
individuell zu stellen. Zur Nachsorge sollten postoperativ in den ersten 2 Jahren
halbjahrlich MRT Untersuchungen stattfinden, danach jahrlich [Weller et al.
2006].
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b. Erythropoietin und der Erythropoietinrezeptor

Erythropoietin (Epo) ist ein 30 kDa groR3es Glykoprotein. Es wird zu 80 bis 90%
in den Nieren, zu 10 bis 15% in der Leber und zu kleinen Teilen auch im Gehirn
gebildet und ist vor allem als zentraler hormoneller Regulator der Erythropoese
bekannt. Die physiologische Wirkung des im Gehirn gebildeten Epos kénnte in
einer neuroprotektiven Wirkung vor Sauerstoffmangel liegen. Es kann wegen

der Blut- Hirnschranke nicht in die allgemeine Zirkulation gelangen.

Die Freisetzungsrate von Epo in den Kreislauf hangt direkt von der
Neubildungsrate ab, da die Zellen keinen Speicher anlegen. Die Epo Bildung
wird vor allem durch den Sauerstoff- Transport des Blutes reguliert.
Verminderte Sauerstoffzufuhr zur Nierenrinde steigert die Epo Bildung durch

verstarkte Transkription des Epo Genes [Loffler et al. 2003].

Der Erythropoietinrezeptor (EpoR) gehort zur Familie der Zytokinrezeptoren
[Loffler et al. 2003]. Fir den EpoR sind derzeit 3 Isoformen bekannt. Neben der
full-length Form EpoR-F, existieren eine Iosliche soluble Form, der EpoR-S und
eine gegenuber der Hauptform geklrzte truncated Form, der EpoR-T mit
kleinerem Proteingewicht [Nakamura et al. 1992].

Die exakte molekulare Gro3e des EpoR Proteins ist derzeit noch Gegenstand
der Diskussion vieler Arbeiten. Sie betrage 59 kDa [Elliott et al. 2006, Brown et
al. 2007], zwischen 62 und 66 kDa [Jones et al. 1990, Yoshimura, D’Andrea
1990, Sawyer et al. 1993, Arcasoy et al. 2003, Hamadmad et al. 2007], oder 78
kDa [Sawyer et al. 1993]. Der soluble EpoR wird als 26 kDa oder 27 kDa Bande
beschrieben [Arcasoy et al. 2003, Harris et al. 1996]. Die Halbwertszeit des
EpoR bewegt sich um eine Stunde [Yoshimura et al. 1990, Neumann et al.
1993]. Interessant ist auch, dass nur ein geringer Teil des EpoR auf der
Zelloberflache exprimiert wird [Yoshimura et al. 1990]. Die Autoren
untersuchten den EpoR dabei in lymphoiden Zelllinien und fanden EpoR
Grol3en von 62, 64 und 66 kDa.

Im Nervensytem kommt Erythropoietin eine Rolle fur die Entwicklung, die

Erhaltung, den Schutz und die Reparatur des ZNS zu. Auf verschiedenen
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Zellen des Nervensystems (neuronale Zellen, Gliazellen und endotheliale
Zellen) wurden Epo und der EpoR nachgewiesen, wenngleich in niedrigen
Konzentrationen [Genc et al. 2004]. Unter metabolischen StreRbedingungen
wird Epo im ZNS aufreguliert und entfaltet unter hypoxischen Bedingungen eine
protektive Wirkung [Ehrenreich et al. 2002]. Desweiteren sind Epo und der
EpoR wéahrend der Entwicklung des Nervensystems im ZNS prasent [Knabe et
al. 2004]. Sie haben neurotrophische Effekte [Konishi et al. 1993] und
stimulieren neuronale Funktionen durch eine Calcium-Kanal-Aktivierung
[Koshimura et al. 1999] Epo beférdert die Differenzierung von neuronalen
Stammzellen in Astrozyten [Lee et al. 2004].

In einer Studie mit EpoR Knockout Mausen, wurde wahrend der Embryogenese
ein Abfall von neuralen Vorlaufer Zellen, eine verminderte Neurogenese sowie
eine vermehrte neuronale Apoptose festgestellt [Yu et al. 2002]. Epo und der
EpoR scheinen demnach essentiell fiir die embryonale neuronale Entwicklung
zu sein. Eine weitere Rolle spielen sie fur die adulte Neurogenese und fur die
Migration von regenerierenden Neuronen wéhrende der Erholung nach einem
Schlaganfall [Tsai et al. 2006]. Bei Gabe von rekombinanten Epo zeigte sich

eine signifikante Verkleinerung eines Infarktvolumens [Bernaudin et al. 1999].

Die EpoR Expression wurde auch in einigen nicht hamatopoetischen Geweben
nachgewiesen, darunter z.B. endotheliale Zellen [Anagnoustou et al. 1994],
glatte Muskelzellen [Ammarguellat et al. 1996], Myoblasten [Ogilvie et al. 2000],
Neuronen [Nagai et al. 2001], Photorezeptoren der Retina [Grimm et al. 2002]
und die Plazenta [Sawyer et al.1989].

Aber auch in verschiedenen neoplastischen Geweben und Zellkulturen wurde
der Rezeptor nachgewiesen, unter anderem in Mamma-Carzinomen, Prostata
Karzinomen, Hela Zervixkarzinom Zellen, Neuroblastom Zellen und
Glioblastom Zellen [Acs et al. 2001, Arcasoy et al. 2005].

Da der EpoR in vielen Tumoren unterschiedlich exprimiert wird, ist sein
Nachweis in bisher noch nicht untersuchten Tumorgeweben von Interesse, dem
EpoR konnte eine Schlusselfunktion beim Tumorwachstum zukommen. Damit

wére er ein potentiell nutzlicher Marker fir beispielsweise die Vorhersage von
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Prognosen, Rezidiven, einer Tumorstratifikation oder ein mogliches Ziel

onkologischer Behandlungsstrategien.

Epo wird seit einigen Jahren vermehrt klinisch eingesetzt, um Andmien im
Rahmen von neoplastischen Erkrankungen zu verbessern. Die Auswirkungen
der Gabe von Epo wurden von viele Autoren untersucht. Durch Gabe von
rekombinantem humanem Epo wurde die Radiosensitivitdt in Glioblastomen
und Osophagustumoren durch eine verbesserte Tumoroxygenierung gesteigert
[Stuben et al. 2003, Rades et al. 2008].

Epo hatte einen protektiven Effekt gegen eine Cisplatin induzierte Neuropathie
und gegen eine Doxorubicin induzierte Kardiotoxizitat [Bianchi et al. 2006,
Hamed et al. 2006]. Mittelmann et al. postulierten einen antineoplastischen
Effekt von Epo [Mittelmann et al. 2004]. Andere Arbeiten berichteten, dass Epo
neoplastisch veradnderten Zellen zur Resistenz gegeniber Strahlen- und
Chemotherapie verhilft: Die Zugabe von exogenem, rekombinantem humanem
Epo induzierte bei Krebszellen einen JAK2 (Januskinase 2) abhangigen
starkeren in vitro Widerstand gegen ionisierenden Strahlen und Cisplatin
[Belenkov et al. 2004].

Epo kann anti-apoptotisch wirken und so Uber den EpoR- Weg einerseits
Tumorwachstum beférdern und andererseits einen neuroprotektiven Einfluss
haben: Epo reguliert den nuklearen Transkriptionsfaktor NF-kB hoch, der
wiederum die Transkription der Apoptose Inhibitoren XIAP und c-IAP2 steigert
[Digicaylioglu et al. 2001]. Rekombinantes humanes Epo verminderte die
Apoptose Uber Induktion des Hitze Schock Proteins 70 (HSP70) [Yang et al.
2003]. Durch eine Phosphorylierung wird das Stat 5 Protein, ein
cytoplasmatischer Transkriptionsfaktor, aktiviert. Dieser kann die Transkription
von anti-apoptotischen Genen, wie BclXL steigern [Silva et al. 1999]. Ein
weiterer Weg ist die Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) tber die PI3 Kinase
(Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase), diese inaktiviert pro-apoptotischen Faktoren
wie Bad und Caspase 9 oder fuhrt zur Hemmung von FOXO
Transkriptionsfaktoren. Protease 9 inhibiert dabei direkt die Proteasen- Aktivitat
[Kashii et al. 2000].
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Epo kann auch Uber die Stimulation der Angiogenese zu Tumorwachstum
fuhren: Es kann direkt mit endothelialen Zellen interagieren und sowohl in vivo
als auch in vitro eine angiogenetische Antwort hervorrufen [Batra et al. 2003,
Ribatti et al. 1999].

Kirzliche Arbeiten aus dem Institut fir Hirnforschung wiesen nach, dass der
EpoR in astrozytaren Tumoren mit dem Grad der Malignitat abfallt und positiv
mit der Uberlebenszeit der Patienten korreliert [Mittelbronn et al. 2007].

Da sowohl gunstige als auch negative Effekte gefunden wurden, ist die Rolle
des EpoR bei Neoplasien noch nicht eindeutig geklart und Gegenstand
aktueller Forschung.

c. Progesteron und der Progesteronrezeptor

Progesteron gehdrt zu den steroiden Sexualhormonen. Wichtig ist Progesteron
in seiner Funktion als Sexualhormon: In der Mamma bewirkt es die Ausbildung
eines sekretionsfahigen Milchgang Systems. Es fuhrt zum Wachstum des
Uterus und zur Umwandlung des Endometriums vom Proliferations- zum
Sekretionsstadium. Durch direkte Einwirkung auf das Temperaturzentrum des
Gehirns fuhrt es zu einem Temperaturabstieg um 1,4-1,8 < [Loffler et al. 2003].
Um seine Zielorgane zu erreichen, wird es im Blut an das Protein Transcortin

gebunden und bindet in der Zielzelle an spezifische Rezeptoren.

Der PgR ist ein Protein aus 930 Aminosauren.
Der Hormon-Rezeptor-Komplex wird in den Zellkern Uberfiihrt, bindet an die
DNA und beeinflusst die Transkription spezifischer fur Wachstum und

Differenzierung zustandiger Gene.

Auch in Meningeomen wurde der PgR in zahlreichen Arbeiten in bis zu 87% der
Meningeome nachgewiesen. [Blankenstein et al. 2000].

Einige Arbeiten deuten auf einen ginstigen Effekt der Expression des PgR hin:
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So postuliert eine Arbeit, dass in anaplastischen Tumoren der PgR haufiger
fehlt [Gabos et al. 1992]. PgR negative Tumore tendierten dazu gréf3er zu sein
als positive, bei non-benignen Tumoren fehlte der PgR haufiger und PgR

negative Tumore hatten eine schlechtere Prognose [Brandis et al. 1993].

Die Bedeutung der PgR Expression fur Rezidive wurde ebenso von vielen
Autoren untersucht. Das Fehlen des PgR kénnte dabei ein Indikator fur das
Auftreten eines Rezidivs sein [Kostron et al. 1990], wahrend PgR positive
Meningeome seltener ein Rezidiv aufwiesen [Fewings et al. 2000].

Eine Arbeit aus unserem Institut zeigte, dass Meningeome des WHO Grad | mit
einer geringeren PgR Expression ein signifikant héheres Risiko fir ein Rezidiv
haben [Strik et al. 2002]. Somit ist die Anwesenheit von PgR ein positiver
prognostischer Faktor fir Meningeome [Hsu et al. 1997]. Proliferationsraten und
PgR Expression scheinen dabei nicht altersabhdngig zu sein [Roser et al.
2005].

d. MIB-1

MIB-1 hat sich als monoklonaler muriner Referenzantikérper fir den Nachweis
rekombinanter Anteile des Ki-67-Antigens an paraffineingebetteten Geweben
etabliert. Damit hat MIB-1 den originaren Ki-67 Antikorper, der nur an
tiefgefrorenen Gewebe eingesetzt werden konnte, in der pathologischen
Routinediagnostik weitgehend abgeldst.

Das zell-proliferations-assoziierte Ki-67 Antigen wird wahrend der aktiven
Phase der Zellteilung (G1, S, G2-Phase) in den Zellkernen exprimiert, ist jedoch
in ruhenden Zellen (GO-Phase) nicht nachweisbar [Gerdes 1984, Cattoretti et al.
1992]. Damit eignet er sich als Proliferationsmarker in der pathologischen
Routinediagnostik. Das fur Ki-67-Expression verantwortliche Gen ist auf
Chromosom 10 lokalisiert [Fonatsch 1991].

Zwar gibt eine statistisch signifikante Bedeutung von Ki-67 fir das Rezidivrisiko
von Meningeomen [Takeuchi et al. 1997] und andere Autoren fanden eine
prognostische Bedeutung fir Ki-67 [Perry et al. 1999], jedoch hat Ki-67 in der

Praxis einen geringen Stellenwert bei der prognostischen Aussage von



-19 - EINLEITUNG

Rezidiven bei Meningeomen [Moeller et al. 1997]. Hohere MIB-1 Werte
korrelieren zwar mit einem groReren Risiko flr Rezidive, allerdings variieren die
Level und Zahltechniken betrachtlich zwischen den verschiedenen Studien
[Perry et al. 2007].

e. Studienziel

Obwohl in letzter Zeit zahlreiche Studien zur Bedeutung der Erythropoietingabe

bei Neoplasien erschienen sind [Siegmund-Schultze, 2007], existieren derzeit

fur den EpoR bei Meningeomen keine aussagekraftigen Daten. Ziel der Studie

war daher das Expressionsverhalten des EpoR in Meningeomen auf

molekularer Ebene und auf Proteinebene zu untersuchen. Die Untersuchungen

sollten mit etablierten Methoden der Immunhistochemie, Immunoblot, RT-PCR

und Realtime-RT PCR erfolgen. Bei Vorliegen einer positiven Expression

ergeben sich hieraus folgende Fragestellungen:

1. Wird EpoR in Meningeomen exprimiert?

2. Gibt es einen Unterschied in der Expression zwischen Meningeomen mit
Rezidiven und Meningeomen ohne Rezidive?

3. Existiert ein Unterschied bei hirninvasiven und nichtinvasiven
Meningeomen?

4. Gibt es analog zu den bisher untersuchten Steroidrezeptoren einen
Unterschied in der Expression zwischen den Geschlechtern?
Wird der Rezeptor in allen Altersgruppen gleichmé&nRig exprimiert?

6. Haben Tumoren verschiedener WHO Klassifikationen unterschiedliche
Expressionsmuster?

7. Sind Korrelationen mit Proliferationsmarkern, wie MIB-1 oder prognostisch
bedeutsamen Marken wie dem PgR zu beobachten?

8. Welche der drei bekannten Isoformen des EpoR kommen im Falle einer
positiven Expression in Meningeomen vor? In diesem Fall kénnen Primer
speziell fur die jeweiligen Varianten designed und mittels eine

konventioneller RT-PCR nachgewiesen werden.
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2. Patienten, Material und Methodik

a. Patientendaten

2.a.1. Gewebeproben

Die Gewebeproben der untersuchten Meningeome stammen von Patienten, die
zwischen 1979 und 2006 in der Neurochirurgischen Universitatsklinik Tubingen
oder in der Asklepios Klinik Schildautal in Seesen operiert wurden. Insgesamt
wurden 94 in Paraffin eingebetteten Gewebeproben aus dem Archiv des

Institutes fur Hirnforschung der Universitat Tubingen untersucht.

2.a.2. Verteilung der Patienten anhand des Geschlec htes

Das Untersuchungskollektiv umfasste 54 (57%) weibliche und 40 (43%)
mannliche Patienten. Das entspricht einem Verhéltnis von 1,4:1 und bildet
damit das von der WHO angegebene Verhaltnis von 1,7:1 in etwa ab [Perry et
al. 2007].

2.a.3. Verteilung der Patienten anhand der WHO Klas sifikation

65 (69%) Patienten wiesen ein Meningeom vom WHO Grad I, 16 (17%) vom
WHO Grad Il und 13 (14%) vom WHO Grad lll auf. Dieses Verteilungsmuster
bildet ebenfalls grob die Verteilungshaufigkeit der Meningeome ab, bei denen
die WHO Grad | Gruppe am haufigsten auftritt. Zum Zeitpunkt der statistischen
Auswertung war die WHO Kilassifikation von 2007 noch nicht in Kraft getreten,
so dass hirninvasive Tumore z.T. noch zum WHO Tumor Grad | gerechnet
wurden. Diese werden seitdem als ,brain invasive, otherwise benign”

bezeichnet und ebenfalls als WHO Grad |l klassifiziert.

2.a.4. Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Opera tion

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation des Primartumors lag
zwischen 14 und 85 Jahren, der Mittelwert betrug ca. 58 Jahre. Diese Zahlen
entsprechen in etwa den Zahlen der Altersverteilung, die in der Literatur fur
Meningeome angegeben werden, zwischen dem 40. Und dem 70. Lebensjahr

treten nach der WHO die meisten Meningeome auf [Perry et al. 2007].
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Die auf das Geschlecht bezogene Altersverteilung lag bei den weiblichen
Patientinnen zwischen 14 und 85 Jahren, der Mittelwert betrug 56,76.

Bei den mannlichen Patienten lag sie zwischen 17 und 82 Jahren, der
Mittelwert betrug 58,55 Jahre. Patienten mit einem Tumor des WHO Grad |
waren durchschnittlich 57,4 Jahre alt, die Altersspanne reichte von 19 bis 85
Jahren. Patienten mit einem WHO Grad Il Tumor waren durchschnittlich 56,11
Jahre und von 14 bis 84 Jahre alt. Die mit einem WHO Grad Ill Tumor
diagnostizierten Falle waren durchschnittlich 59,9 Jahre alt, die Spannbreite
reichte von 17 bis 78 Jahren. Ein Histogramm der Tumore nach Alter findet sich
in Abbildung 1.
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Abbildung 1: Alter der Patienten getrennt nach Frauen und Mannern

2.a.5. Tumore mit Hirninfiltration

22 (23%) Meningeome wiesen eine Hirninfiltration auf, 70 (75%) waren nicht
infiltrativ und in 2 Féllen waren retrospektiv keine sicheren Daten feststellbar.
Diese wurden daher in der statistischen Auswertung fur diese Fragestellung
nicht einbezogen. Histologisch ist die Hirninvasion definiert durch die Ruptur der
Basalmembran, sowie irregulare Grenzen mit zapfenférmigem Vordringen in
das angrenzende Hirngewebe [Fritz et al. 2005, Perry, 2006, Perry et al. 2007].
Diese Kriterien waren in den vorliegenden Tumoren erflllt. 18 Tumore wurden
in der erfolgten Auswertung wie bisher Ublich als WHO Grad | gewertet und
gelten nach der neuen WHO Kilassifikation vom 2007 als Grad Il WHO
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Lotherwise benign“. 1 Tumor gehorte zur Gruppe der WHO Grad Il ,,otherwise

atypical* und 3 Tumore wurden als WHO Grad Il eingestuft.

2.a.6. Patienten mit Tumor-Rezidiv

Bei 21 Patienten war ein Rezidiv aufgetreten. Davon hatte ein Fall 4 Rezidive,
zwei Falle wiesen 3 Rezidive, zwei Falle 2 Rezidive und 15 Falle 1 Rezidiv auf.
Die Zeitspanne im Auftreten der Rezidive betrug von 8 Monaten bis 9 Jahre.

In der Gruppe mit Rezidiven waren 11 Personen weiblich (53%) und 10
Personen (47%) méannlich. Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 51

Jahre und das Alter der Patienten lag zwischen 19 und 74 Jahren.

2.a.7. Patienten ohne Tumor-Rezidiv

Bei 20 Patienten konnte mittels follow-up ein Rezidiv Uber einen grof3en
Zeitraum, von mindestens 10 Jahren bis 20 Jahren ausgeschlossen werden.
Davon waren 12 Personen weiblich und 8 Personen ménnlich. Das Alter der
Patienten lag zwischen 38 und 82 Jahren. Das durchschnittliche Alter lag bei
55,65 Jahren.

b. Material

2.b.1. Immunhistochemie

Antikorper
Folgende Antikérper wurden fir die Immunhistochemie eingesetzt:
EPO-Rezeptor:
* Monoklonaler (Maus Anti-Human) EpoR Antikérper,
Klon 38409, Verdiunnung: 1:200
Quelle: R&D Systems, Minneapolis, USA
* Monoklonaler (Rabbit Anti-Human) EpoR Antikorper
Verdinnung 1:350,
Quelle: Upstate, NY, USA
Progesteronrezeptor:
* Monoklonaler (Maus Anti-Human) Progesteronrezeptorantikorper,
Klon PgR 636, Verdinnung: 1:200
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Quelle: DAKO, Glostrup, Danemark

MIB-1:

Monoklonaler (Maus Anti-Human) Antikorper gegen das Ki-67 Antigen,
Klon MIB 1, Verdinnung: 1:100

Quelle: Dako, Glostrup, Danemark

Reagenzien fur die Farbung (Ventana) ®

CC1: Cell Conditioning Solution, enthalt einen Tri-basierten Puffer

EZPrep CC Volume Adjust

RB Reaction Buffer

LCS: Liquid Coverslip Solution

Amplifier A: Vorverdiinntes Kaninchen-Anti-Maus-l1gG

Amplifier B: Vorverdiinntes Maus-Anti-Kaninchen-lgG

Blocker A: Avidin (Huhnereiweil3)

Blocker B: Freies Biotin

Fixative 1

I-View Inhibitor: 3% Wasserstoffperoxidldsung

I-View SA-HRP: Konjugierte Merettich Peroxidase LOésung mit einem
Proteinstabilisator und einem Konservierungsstoff

I-View Biotin Ig: Sekundarer biotinylierter Ig Antikdrper, affinitatsgereinigtes
Ziege-Anti-Maus 1gG und IgM sowie Ziege-Anti-Kaninchen-IgG, jeweils
<200pg/ml in einem Phosphatpuffer mit einem Konservierungsstoff

I-View DAB: Diaminobenzidin, 2 g/l in stabiliseiernder L&ésung mit
Konservierungsstoff

I-View Copper: Kupfersulfat 5 g/l in Pufferldésung mit Konservierungsstoff
I-View H,0,: 0,04 bis 0,08% Wasserstoffperoxid in einer stabilisierenden
Losung

Quelle der Reagenzien: Ventana Medical Systems, S.A., lllkirch, Frankreich

Haematoxylin:
Quelle: ThermoShandon, Pittsburgh, USA
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* HICO-MIC ®: Permanentes Mikroskopier-Einschlumittel
Quelle: Hirtz & Co., Kdln

2.b.2.PCR

Reagenzien der RNA Extraktion fiir die Real Time RT- PCR

Zur RNA Extraktion wurde das pMACS mRNA Isolation Kit von Miltenyi

verwendet.

» Lysis/Binding Buffer: Ein Salzreicher Puffer, enthalt 1 % SDS

* Oligo (dT) Microbeads: Nicht sedimentierende MicroBeads, mit Oligo dTs
konjugiert, enthalt 0,1 % SDS

» Wash Buffer: Ein salzarmer Puffer

* Equibrilation/Wash Buffer: Zur Einstellung des pH Wertes

* Lyophylized Enzyme Mix: Enthalt Reverse Transkriptase

» Resuspension Buffer: Enthalt Puffer fir Reverse Transkriptase

« Sealing Solution: Olhaltige Losung zur Vermeidung von Verdunstung

* DNA Release Solution: Enzym das die Oligos abtrennt

« CDNA Elution Buffer: Rnase freies H-O.

Quelle der Reagenzien: Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Reagenzien fur die Realtime RT-PCR
* QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kit:
Quelle: Qiagen, Hilden
e FITC: (flourescein isothiocyanate)
Quelle: Sigma-Aldrich, Steinheim
* 96 Well Platten: Thermo-Fast® 96, Semi-Skirted
Quelle: Abgene, Epsom, U.K.
* Folie:
Quelle: Abgene, Epsom, U.K.
* Combi Thermo-Sealer:

Quelle: Abgene, Epsom, U.K.
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* iCycler: Fa. Biorad:
Quelle: Hercules, Californien, USA

Die Primer wurden mit Hilfe der Programme Primer 3 zum Erstellen der Primer
[Rozen et al. 2000] und Primer Premier 5 zum Uberprufen auf
Sekundarstrukturen und Dimere ausgewahlt [Premier Biosoft International,
Paolo Alto, CA, USA]

Primer

* EpoR- Primer:
forward: TCATCCTGGTGCTGCTGACC
reverse: GCCTTCAAACTCGCTCTCTGG

*  GAPDH- Primer:
forward: TCA ACA GCG ACA CCC ACT CC
reverse: TGA GGT CCA CCACCCTGT TG

Quelle: MWG Biotech, Ebersberg

Reagenzien der RNA-Extraktion fur die konventionell e RT- PCR
* RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit ,

Quelle: Qiagen, Hilden
* Chloroform

Quelle: Merck, Darmstadt

Reagenzien fur die konventionelle RT-PCR
* Agarose:
Quelle: Seakem® FMC Bioproducts, Rockland, Maine, USA
* ATaq DNA Polymerase:
Quelle: Promega GmbH, Mannheim
* Bromphenolblau:
Quelle: Merck, Darmstadt
» Desoxyribonukleotide (dNTP): PCR Nucleotid Mix, (10 mM each)
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Quelle: Promega GmbH, Mannheim

* Ladder: Ultra Low Range DNA-Leiter 2.
Quelle: PegLab, Erlangen

* PCRKit:
Quelle: Qiagen, Hilden

¢ Random Primer: Random Primer 500 pg/ ml.
Quelle: Promega GmbH, Mannheim

* Reverse Transkriptase: M-MLV RT, 200 u / pl.
Quelle: Promega GmbH, Mannheim

* RRNasin® Ribonuclease Inhibitor: 40 u / pl.
Quelle: Promega GmbH, Mannheim

* Sucrose:
Quelle: Sigma-Aldrich, Steinheim

* TBE-Puffer:
108g Tris base: Trisma ® Base
Quelle: Sigma-Aldrich, Steinheim
559 Borsaure:
Quelle: Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
40 ml 0.5 M EDTA, pH 8,0: Ethylendiamine-Tetraaceticacid,
Quelle: 0,5 M Sigma-Aldrich, Steinheim.

e Human Temporal Cortex Brain Total RNA,

Quelle: Ambion,Applied Biosystems, Darmstadt.

Primer

* EpoR-F
forward: TCATCCTGGTGCTGCTGACC
reverse: GCCTTCAAACTCGCTCTCTGG

e EpoR-T
forward: TCATCCTGGTGCTGCTGACC
reverse: GGCACTGAGGGGACAACCA(GG)
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EpoR-S
forward: ACGTCTCACATCCGCTACGAG
reverse: CTGGTGGAACTGAGCCAATCA
B-Actin:
forward: AGAAAATCTGGCACCACACC
reverse: AACGGCAGAAGAGAGAACCA

Quelle: MWG- Biotech, Ebersberg

2.b.3. Western Blot

Reagenzien der Proteinextraktion fir den Western Bl ot

10 mmolar Tris: Trizma ® Base Quelle: Sigma-Aldrich, Steinheim
NatriumChlorid: Merck, Darmstadt

ZinkChlorid : Merck, Darmstadt

DTT (Dithiothreitol): Sigma-Aldrich, Steinheim

1 Vol % Triton X 100: Sigma-Aldrich, Steinheim

Lyse Puffer: Aus 10 mmolar Tris, mit einem von pH-Wert von 7.2, 50 mmolar
NatriumChlorid, 5 ymolar ZinkChlorid, 2 mmolar DTT und 1 Vol % Triton X
100.

Reagenzien fur den Western Blot und den Bradford As  say

Antikorper

Primérantikdrper: Monoklonaler (Maus Anti-Human) EpoR Antikdrper,
Klon 38409, Verdiunnung: 1:200

Quelle: R&D Systems, Minneapolis, USA

Sekundarantikérper: Goat Anti- Mouse IgG-HRP

Quelle: Santa Cruz Biotechnology, Californien, USA

Reagenzien fur den Western Blot

Acrylamid: 30 %
Quelle: Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
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* APS: Ammoniumperoxidsulfat Pulver in H,O angesetzt
Quelle: Roth, Karlsruhe
* B Mercapto Ethanol:
Quelle: Roth, Karlsruhe
* Bradford Reagenz: Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Verdinnt 1:5
mit H,0,
Quelle: Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
* Bromphenolblau: Sigma-Aldrich, Steinheim
* BSA: Albumin Fraktion V, Bovine
Quelle: Roth, Karlsruhe
* ECL (enhanced chemiluminescence): Western Blotting Substrate, (Detection
Reagent 1: Peroxide Solution, Detection Reagent 2: Luminol Enhancer
Solution)
Quelle: Pierce, Rockford, Illinois, USA
* Filterpapier:
Quelle: Roth, Karlsruhe
e Glycin:
Quelle: Roth, Karlsruhe
* Isopropanol:
Quelle: Merck, Darmstadt
* Langenstandard: Novex®Sharp Prestained Protein Standard
Quelle: Invitrogen, Karlsruhe
* Methanol:
Quelle: Merck, Darmstadt
* NaCl:
Quelle: Merck, Darmstadt
» Skim Milk: Difco
Quelle: Becton Dickinson, Heidelberg
* SDS Ultra Pure:
Quelle: Roth, Karlsruhe
« TEMED: (N,N,N‘,N‘- Tetramethylethylendiamin)
Quelle: Roth, Karlsruhe
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e Tris: Trizma ® Base
Quelle: Sigma-Aldrich, Steinheim
¢ Tween: 1% Tween ® 20

Quelle: Roth, Karlsruhe

* Blotting Kammer: Mini Trans Blot,
Quelle: Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
» Blotting Membran: Nitrocellulose Membran, 0,45 ym PorengréiRe

Quelle: Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Ldsungen, Gele und Puffer
* Blocking Solution: 5 % Slim- Milk in 0,05 % TBS/ Tween (TBS-T).

* BSA-LOsung fir die Standardreihe: BSA wurde 1:10 verdinnt: Es wurden 20
pio BSA mit 180 pl H,O verdunnt, so dass die Arbeitslosung eine
Konzentration von 1 mg/ml hat und 1 pl damit 1 pg Protein enthalt.

Aquivalent wurden Lésungen angefertigt fir 2-, 4-, 6-, 8-, 10- und 12 .

e Lammli Lade Puffer: Verwendet wurden 2 ml eines 0,5 M Tris-HCI mit pH
6,8, 400 mg von 4 % SDS, 20 mg von 0,2 %igem Bromphenolblau, 2ml von
20 %igem Glycerol und am Schluss wurde mit H,O auf 10 ml aufgefullt.

* Running Buffer: (10 x Transfer Puffer) Aus 30,3 g 25 mM Tris-HCI, 144 g
192 mM Glycin und 1000 ml H,0.

* TBS (Tris-gepufferte-Saline) Gebrauchslésung: 10 x Stammlésung, 30,3 g
Tris, 81,8 g NaCl in 800 ml H,O loésen und mit 25 % HCI auf pH 7,5

einstellen, mit H,O auf 1 Liter auffullen.

e TBS-T: 0,05 % Tween ® 20 in TBS Gebrauchslésung.
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« 1 x Transfer Puffer: 100 ml des 10 x Transfer Puffer wurden mit 200 ml
Methanol und 700 ml H,O gemischt.

» Separating Gel, 12%ig:
Pro Gel wurden 1,7 ml H,O, 2ml eines 30 %igen Acrylamid Mixes, 1,3 ml
von 1.5 M Tris-HCI mit einem pH von 8,8, 0,05 ml 10 %iges SDS, 0,002 ml
TEMED und zum Schluss 0,05 ml 10 %iges APS verwendet.

e Stacking Gel: Pro Gel wurden 1,15 ml H,O, 0, 33 ml eines 30 %igen
Acrylamid Mixes, 0,5 ml eines 0.5 M Tris-HCI mit einem pH von 6,8, 0,02 ml
eines 10 %igen SDS, 0,002 ml TEMED und zuletzt 10 %iges APS

verwendet.

c. Methoden

2.c.1l. Immunhistochemie

Theorie der Immunhistochemie

Mit dem immunhistochemischen Verfahren koénnen auf Gewebsschnitten
einzelne Proteine sichtbar gemacht werden, indem sie mit einem
farbstoffgebundenen Antikérper markiert werden. Diese kbnnen dann
morphologisch bestimmten Zellkompartimenten zugeordnet werden. Die
Affinitat des Antikorpers zu einen bestimmten Gewebebestandteil (Epitop)
beruht auf einer spezifischen Bindung, der sog. Antigen-Antikdrper-Reaktion.
Der primére Antikorper bindet mit seinem Fab2 Fragment an das Antigen. Der
im nachfolgenden Schritt aufgetragene, speziesspezifische sekundére
Antikdrper erkennt das freigebliebene Fc Fragment des primaren Antikdrpers
und bindet daran. Zur Signalverstarkung binden schlief3lich multiple ubiquitar
einsetzbare Tertiarantikdrper an den Sekundarantikorper. Diese sind mit einem
Enzym gekoppelt, das durch einen Substratzusatz mittels einer Farbreaktion
sichtbar gemacht wird. Hierzu existieren verschiedene Methoden [Loffler et al.
2003].
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Die Farbmarkierung der Gewebeschnitte in dieser Arbeit wurden mit der Avidin-
Biotin-Methode durchgefuhrt. Biotin (Vitamin H) ist eine Verbindung aus
Harnstoff und einem substituierten Thiophanring. Das Glycoprotein Avidin kann
Biotin binden [Loffler et al. 2003]. Avidin hat einen isoelektrischen Punkt bei pl =
10 und hat daher die Neigung bei physiologischem pH an negativ geladene
Gewebebestandteile zu binden. Sowohl Streptavidin (aus Streptomyces avidinii)
als auch Avidin (HUhnereiweil3) besitzen jeweils vier Bindungsstellen fur Biotin.
Zuerst wird ein unkonjugierter Primé&rantikorper dazugeben, dann ein
biotinylierter Sekundarantikdrper, zuletzt ein Avidin-Biotin Enzymkomplex oder
ein enzymmarkiertes Streptavidin [Hsu et al. 1981, Boenisch, 2006].

Das am Sekundarantikrper gebundene Biotin hat eine hohe Affinitat zu
Streptavidin  (Kn=10" M) sowie zu Avidin. Nach der Zugabe des
Sekundarantikorpers, folgt eine Inkubation mit einem Strept (Avidin)- Biotin-
Enzyme- Complex (ABC-Methode), dieser bindet nun an die biotinylierten

Antikorper.

Immun-enzymatische Farbemethoden arbeiten mit Enzym- Substratreaktionen,
um das farblose Chromogen in ein angefarbtes Produkt umzuwandeln.

Oft wird daflr die Meerrettich-Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP)
verwendet. Sie ist relativ glinstig und wird kovalent an Streptavidin gebunden,
ohne dass die Enzymaktivitat aufgehoben wird.

In Anwesenheit eines Elektronendonors bildet sich durch die Peroxidase-
Aktivitéat zuerst ein Enzym-Substrat-Komplex und anschlieRend durch die
Oxidation des Elektronendonors das Endprodukt. Der Elektronendonor ist dabei
die treibende Kraft fir die Katalyse, also die Umsetzung von H,O».

Der Elektronendonor, in unserem Fall Diaminobenizidin (DAB), wird durch die
Oxidation in ein wasserunlosliches Farbstoffprodukt, das sogenannte
Chromogen umgewandelt. Im Falle von DAB bildet sich ein braunes Endprodukt
[Boenisch, 2006].

Herstellung der histologischen Praparate

Von den in Paraffinblocken eingebetteten Gewebeproben wurden an einem
Mikrotom (Microm HM 355 S, Walldorf, Germany) ca. 3 um dicke Schnitte
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gefertigt, auf Silan-beschichtete Objekttrager aufgezogen und vor der

Weiterverwendung in einem Warmeschrank bei 55 T ge trocknet.

Vorbereiten der immunhistochemischen Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem Benchmark
immunhistochemistry system (Ventana, Strasbourg, France) durchgefuhrt.

Die Entparaffinierung der Praparate und die Antigendemaskierung mittels einer
sogenannten ,Cell Conditioning Solution® (mCC1) erfolgt vollautomatisch in

dem Farbeautomaten nach eigenen Protokollen.

Positiv- und Negativkontrollen

Als Positivkontrolle wurde fur die MIB-1 Farbung ein hochproliferativer maligner
Tumor (Glioblastom), fir den PgR ein hormonaktiver Tumor (Mamma-
Karzinom), fur den EpoR normales Gewebe mit bekannter
Erythropoietinproduktion (Knochenmark und Nierengewebe) genommen.

In den Negativkontrollen wurde der Primarantikorper ausgelassen und durch

identisches Volumen an TBS-Puffer ersetzt.

Immunhistochemische Farbung des EpoR

Eine Vorbehandlung bei 75 bis 76T dauerte 16 Minuten. Nach der
Deparaffinierung wurde der Objekttrager fur 2 Minuten bis 42T aufgeheizt.
Wahrend der Antigendemaskierung mit dem Conditioner (mCC1) wurden die
Proben 12 Minuten zwischen 95 und 100 aufgeheizt und danach noch einmal
16 Minuten inkubiert.

Anschliel3end wurde die Objekttragerheizung ausgeschaltet, 8 Minuten inkubiert
und wieder bei 42T 2 Minuten inkubiert.

Um die Aktivitat der endogenen Peroxidase zu inhibieren, wurde 1 Tropfen

I-View Inhibitor aufgetragen und fir 4 Minuten inkubiert. Ein Tropfen vom
Primarantikdrper EpoR , sowie Liquid Coverslip (LCS) als Verdunstungsschutz,
wurden manuell auf die Proben aufgetragen und fur 32 Minuten inkubiert. Als

Primarantikdrper wurde der monoklonale (Maus Anti-Human) EpoR Antikérper,
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Klon 38409, der Firma R&D Systems verwendet. Mit dem monoklonalen (Rabbit
Anti-Human) EpoR Antikdrper der Firma Upstate wurden zusétzlich Kontrollen
gefarbt. Die Kontrollen sahen mit beiden Antikdrpern gleich aus.

Ein Tropfen Ampilifier Avitin und Biotin wurden aufgetragen und fur je 8 Minuten
inkubiert. Je ein Tropfen Avidin- und Biotin Blocker wurden auf die Proben
aufgetragen um endogenes Biotin nicht unspezifisch mit anzufarben und jeweils
4 Minuten inkubiert. Somit wurde die Hintergrundfarbung reduziert.
Anschliel3end folgten 8 Minuten Inkubation mit einem Tropfen I-View-Biotin Ig.
Zur Sichtbarmachung von DAB wurden die Schnitte fir 8 Minuten mit 1 Tropfen
[-View SA-HRP und danach fur 8 Minuten mit je einem Tropfen I- View DAB
und I- View H,O, und LCS inkubiert. Das LCS verhindert die Verdunstung der
wasserhaltigen Reagenzien. Zum Schluss wurden die Schnitte mit einem
Tropfen I-View Copper verstarkt und fur 4 Minuten inkubiert, gewaschen und

mit Haematoxylin fur 2 Minuten gegengefarbt.

Immunhistochemische Farbung von MIB-1

Das Protokoll war identisch wie bei EpoR, lediglich folgende Parameter wurden
modifiziert:

Ein Tropfen vom Primarantikbrper MIB-1 sowie LCS das vor Verdunstung
schitzt wurden manuell auf die Proben aufgetragen und fur 6 Minuten inkubiert.
Je ein Tropfen Avidin- und Biotin Blocker wurden auf die Proben aufgetragen,
um endogenes Biotin nicht unspezifisch mit anzufarben und jeweils 4 Minuten

inkubieren gelassen.

Immunhistochemische Farbung des PgR

Das Protokoll war identisch wie bei EpoR, lediglich folgende Parameter wurden
modifiziert:

Wahrend der Antigendemaskierung mit dem Conditioner (mCC1) wurde 12
Minuten zwischen 95 und 100C aufgeheizt und danach noch einmal 32
Minuten inkubiert. Anschlielend wurde die Objekttragerheizung ausgeschaltet,
8 Minuten inkubiert und wieder bei 42C 2 Minuten i nkubiert.

Ein Tropfen vom PgR Priméarantikorper, sowie LCS das vor Verdunstung

schitzt wurden manuell auf die Proben aufgetragen und fur 14 Minuten
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inkubiert. Ein Tropfen Fixative 1 und LCS wurden fur 4 Minuten inkubieren
gelassen. Je ein Tropfen Ampilifier Avitin und Biotin wurden aufgetragen und fur
je 8 Minuten inkubieren gelassen. Je ein Tropfen Avidin- und Biotin Blocker
wurden auf die Proben aufgetragen, um endogenes Biotin nicht unspezifisch mit

anzufarben und jeweils 4 Minuten inkubieren gelassen.

Fertigstellung der Schnitte

Nach Abschluss der automatischen Farbeprozedur wurden die Schnitte in
Leitungswasser mit Spulmittel gespult um Ol abzuwaschen.

Zur schrittweisen Entziehung des Wassers wurden die Schnitte durch eine
aufsteigende Alkoholreihe gefuhrt (70%, 96%, 100%, 100%) und drei mal 2
Minuten in Xylol getaucht. Anschliel3end wurden sie mit einem Tropfen HICO-
MIC ® und einem Deckglas eingedeckelt.

Lichtmikroskopie
Die Schnitte wurden mit einem Olympus BX50 Licht-Mikroskop betrachtet und

ausgewertet.

Auswertung der Immunhistochemie

EpoR

Aufgrund der unterschiedlichen Intensitat der cytoplasmatischen Farbung des
EpoR wurde ein bewéhrter vierstufiger Score zur Auswertung eingesetzt
[Schittenhelm et. al. 2008]. Um eine objektive Auswertung zu gewahrleisten
wurden die Praparate verblindet, d.h. zum Zeitpunkt der Auswertung waren
weder die klinischen Daten der Falle bekannt (Rezidiv, Einstufung,
Lokalisation), noch die Ergebnisse der Ubrigen immunhistochemischen
Farbungen (MIB-1, PgR).

Ein Score von 0 wurde fur eine fehlende EpoR Expression im Tumorgewebe
gewahlt. Ein Score von 1 war fur Falle mit schwacher Expression, ein Score von
2 fur eine mittelstarke Expression, ein Score von 3 fur eine starke Expression
vorgesehen. Dura mater, GefaRe und ZNS-Gewebe waren von der Wertung
ausgenommen. Zuséatzlich wurden die Praparate von zwei Auswertern

unabhangig voneinander eingestuft und ein Mean Score als Mittelwert gebildet.
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PgR

Zum Teil konnte retrospektiv auf bereits erhobene Werte zurlckgegriffen
werden. Bei dem Groldteil der Praparate war eine erneute Farbung und
Auszahlung notwendig, da entweder Immunfarbungen von Hand vorlagen oder
keine PgR- Bestimmung durchgefiihrt worden war. Aufgrund regionaler
Unterschiede in der Expression, wurden 3 Gesichtsfelder zufallig ausgesucht
und bei 400-facher VergroRerung ausgezahlt. Hierbei wurde lediglich eine
nukleare Expression des Antikorpers berlcksichtigt. Die markierten Zellen
wurden zu den nicht markierten Zellen in Relation gesetzt und ein prozentualer
Anteil gebildet.

MIB-1

Auch hier konnte zum Teil retrospektiv auf bestehende Farbungen
zuruckgegriffen werden. Die meisten Praparate mussten aber ebenso nochmals
ausgezahlt werden. Aufgrund heterogener Expressionsverteilung wurden
wieder 3 Gesichtsfelder zuféllig ausgesucht und bei 400 facher VergrofRerung
eine positive Kernfarbung bestimmt. Die markierten Zellen wurden zu den nicht

markierten Zellen in Relation gesetzt und ein prozentualer Anteil gebildet.

2.c.2.PCR
Theorie der PCR

Die Polymerase Ketten Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) wurde
1986 von Kary Mullis vorgestellt und dient der in vitro Amplifizierung von
Nucleinsdurefragmenten [Mullis et al. 1986]. Hierbei wird ein DNA Doppelstrang
durch Temperaturerhbhung auf etwa 90T denaturiert und nach erfolgter
Trennung der komplementaren Strange wieder auf etwa 50C abgekuhlt. Nun
konnen zwei Primer aus Oligonucleotiden zugesetzt werden, die der Sequenz
der 5-Enden der beiden Einzelstrdnge komplementar sind. Nun werden eine
DNA-Polymerase und Desoxyribonucleotide zugegeben und die beiden
Einzelstrange konnen zum Doppelstrang vervollstandigt werden. Dieser Zyklus
wird mehrfach wiederholt und es ergibt sich daraus eine exponentielle Zunahme

der amplifizierten Molekule. Mit der Reversen Transkription PCR (RT- PCR) ist
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es mdglich, auch RNA als Ausgangsmaterial zu verwenden. Die mRNA muss
dazu vorher in cDNA umgeschrieben worden sein [Loéffler et al. 2003].

Das synthetisierende Enzym benutzt wie bei der Replikation den Einzelstrang
als Matrize zur Synthese des komplementaren Stranges. Durch Wahl eines
Primers wird der Startpunkt der Synthese festgelegt.

Mittels automatisiertem Thermocyclern werden durch zyklische Wiederholungen
der Schritte Denaturierung, Annealing und Extension eine Amplifikation der
Zielsequenz erreicht.

Die von uns verwendeten nativen Tumorgewebeproben wurden nach der
Entnahme mit Tissue-Tek auf einen Trager aufgezogen und sofort in einem
Behalter mit Isopentan in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren

Verarbeitung in einem Kryotank bei - 80C aufbewahr t.

2.c.2.1. Real Time RT- PCR
RNA Extraktion und cDNA-Umschrieb

Extrahierte eukaryontische messenger RNA (mMRNA) dient als Transkript fur die
Proteinsynthese, aus der sich Information Uber die spezifische Genexpression
in Zellen und Geweben ableiten lassen.

Die Extraktionen der Proben wurden fur die Realtime RT-PCR mit einem
MMACS™ mRNA Isolation Kit durchgefuhrt.

Bei dieser Methode hybridisieren magnetische Oligo (dT) MicroBeads an den
Poly-A Schwanz aus Adenin-Nukleotiden am 3° Ende der mRNA. Die so
etikettierte mMRNA kann nun mittels Anlegen eines Magnetfeldes isoliert werden.
Da die RNA Extraktion nur 15-30 Minuten dauert, wird das Risiko ihres Abbaus
reduziert. Die dabei durchgefiihrten Wasch-Schritte verringern die Gefahr einer
Kontamination. Anschlieend wurde fir die folgende cDNA Synthese eine
reverse Transkription in den y-MACS-Séaulen durchgefihrt [Quelle: Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach].

Jeweils ca. 30 mg (3mm®) Gewebe wurde zusammen mit 1ml Lysis/Binding
Buffer homogenisiert bis es schaumig wurde. Das entstandene Lysat wurde auf
die LysatClear Saulen aufgetragen und zum Trennen der Gewebepartikel von

der m-RNA haltigen Losung bei 13000 g fir 3 Minuten zentrifugiert.
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Nun wurden spezielle Trennséulen (u-MACS-Columns) in den Separator
eingesetzt. Die Saulen wurden zur Vorbereitung mit 100 ul Lysis/Binding Buffer
gespult und das Lysat aufgetragen.

Anschlieliend wurden pro Saule 50 ul Oligo (dT) MicroBeads hinzugegeben
und 2 bis 3 Mal durchpipettiert. Im n&chsten Schritt wurde das Lysat auf die
Saulen gegeben und das Magnetfeld des Separators aktiviert. Die nun an ihren
Poly-A-Schwanzen magnetisch etikettierte mMRNA verblieb in der Saule. Um
rRNA und DNA zu entfernen, wurden die Saulen mit 2 Mal 200 pl Lysis/Binding
Buffer und mit 4 Mal 100 pl Wash Buffer gespult. AnschlieRend wurde zur
Neutralisation des pH-Wertes die Saule 2 Mal mit 200 ul Equibrilation/Wash
Buffer gespult. Danach erfolgte der Umschrieb der mRNA in cDNA.

Dazu wurde das lysophylisierte Enzymgemisch in Resuspension Buffer
aufgelést und jeweils 20 ul auf die Sé&ulen auftragen. Um ein Verdunsten
wahrend des Umschriebes zu verhindern, wurde 1 ul Sealing Solution
dariiberschichtet. Der ThermoMACS Separator wurde dann eine Stunde lang
auf 42C geheizt. Nach erfolgtem Umschrieb wurde 2 Mal mit 100 pl
Equibrilation/Wash Buffer gespult, 20 yl DNA Release Solution auftragen und
10 Minuten auf 42<C zur enzymatische Abspaltung der Magnetpartikel geheizt.
Um das Eluat zu erhalten, wurden anschliessend frische Tuben untergestellt
und 70 pl cDNA Elution Buffer auftragen. Zum Schluss wurde der Gehalt an
cDNA im Eluat photometrisch bestimmt.

Photometrische Bestimmung des cDNA Gehaltes

Der cDNA Gehalt der Proben und ihre Reinheit wurden photometrisch mit
einem Photometer der Firma Eppendorf geprift. 5 yl cDNA wurden mit 45 pl
H.O verdinnt und gegen 5 ul DNA Release Solution in 45 pl H,O als Leerwert
photometrisch vermessen. Die Bestimmung der Ratio von Absorptionswerten
erfolgte im Bereich von 260 und 280 nm (A260/A280). Die Messwerte sind in
Tabelle 8 im Anhang aufgelistet. Bei RNA sollte dieser Quotient im Bereich von
ca. 2.0 liegen, was in den verwendeten Proben gemessen wurde. Die Reinheit
der Proben sowie eine erfolgreich durchgefiihrte Extraktion wurden damit

bestatigt.
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Primer fur die Real Time RT- PCR
Fur die PCR Amplifizierung werden sog. Primer benutzt. Dies sind synthetische
Basen-Sequenzen mit einer bestimmten Anzahl an Nukleotiden. Die Primer
binden zueinander antiparallel an den mRNA-Strang. Im Idealfall sollten die
Primer 20-24 Basenpaare lang sein und der GC-Gehalt sollte 45 bis 63%
betragen. Damit wird die spezifische Anlagerung sowie eine
Annealingtemperatur bei 62 bis 63T erreicht. Fur die Produktlange wurden fiur
den EpoR ein Abstand von 103 Basenpaaren und fir GAPDH ein Abstand von
126 Basenpaaren gewahlt. Die Primer hatten folgende Sequenzen
* EpoR- Primer:

forward: TCATCCTGGTGCTGCTGACC

reverse: GCCTTCAAACTCGCTCTCTGG
*  GAPDH- Primer:

forward: TCA ACA GCG ACA CCC ACT CC

reverse: TGA GGT CCACCACCCTGT TG
Um die Spezifitat der Primer im zu untersuchenden Genom zu gewahrleisten,
wurden sie im Internet mit der GenBank Datenbank abgeglichen
[www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST/Blast.cqi].

Setting der Real Time RT- PCR

Die Realtime RT-PCR wurde in einem iCycler durchgefuhrt. Alle PCR-
Reaktionen bestanden aus einem ca. 15 ul groRem Endvolumen aus 7,5 ul
QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kit inklusive 0,015 pl (10 nM) FITC, das zum
Kalibrieren dient, optische Fehler des Gerates ausgleicht und eine
Hintergrundangleichung aller Wells auf das gleiche Niveau gewahrleistet.
Zusatzlich wurden je 1,25 pl Sense- und Antisenseprimer entsprechend einer
Endkonzentration von je 0,3 uM und 5 pyl cDNA dazugeben und auf Platten mit
96 Wells pipettiert.

Um der jeder PCR-Reaktion intrinsischen Variabilitdit Rechnung zu tragen,
wurden dabei je drei Wells mit der gleichen Probe besetzt. Die Platte wurde
anschlieend mit Folie im Combi Thermo-Sealer luftdicht verschweilf3t.

Die PCR lief unter folgenden Bedingungen:
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Zu Beginn die Polymeraseaktivierung fur 15 Minuten bei 95T, dann 40 Zyklen
von je 15 Sekunden bei 95T zum Denaturieren der Do ppelstrange, nun 30
Sekunden bei 60T fur den Annealing Schritt und zul etzt 10 Sekunden bei 72C
fur die Elongation. Die Fluoreszenzmessung, der eine Schmelzkurvenanalyse
angeschlossen wurde, erfolgte bei 72C. Die Schmelz kurven wurden bei einer
schrittweisen Temperaturerhéhung um je 0,5C fur 10 Sekunden wurden von 70
- 95T gemessen, um das Amplifikationsprodukt zu id entifizieren und eine
eventuelle Verunreinigung durch unspezifisch vervielfaltigte Produkte
auszuschlieBen. Dieses Verfahren beruht auf der Tatsache, dass jeder DNA-
Doppelstrang abhéngig vom jeweiligen GC-Gehalt einen spezifischen
Schmelzpunkt aufweist, an welchem definitionsgemafld 50% der DNA-Strange

aufgetrennt sind.

Auswertung der Real Time RT- PCR

Die Etablierung einer Real Time RT-PCR fiir den EpoR gelang nicht.

Hierfur sind verschiedenen Griinden denkbar:

1. Die Qualitat der Lysate und die enthaltene Tumormenge waren nicht
ausreichend. Schwierigkeiten konnte die Isolierung der Lysate bereitet
haben, da das Hirngewebe relativ fettreich ist.

2. Die mRNA des EpoR koénnte zu schnell zerfallen sein, da die Halbwertszeit
relativ kurz ist, sie bewegt sich um eine Stunde. [Yoshimura et al. 1990]
[Neumann et al. 1993]

3. Das verwendete Kit zur RNA Extraktion (UMACS™ mRNA Isolation Kit ) ist
fur die Proben mit kurzem Poly-A-Schwanz ungeeignet gewesen.

Daher wurde die Etablierung eines Real Time PCR Protokolls zugunsten der

Durchfihrung der Versuche in einer konventionellen RT-PCR unter Einsatz

eines speziell auf ZNS-Gewebe optimierten Extraktionskits aufgegeben.

2.c.2.2. Konventionelle RT- PCR

RNA Extraktion
Die RNA Extraktion wurde mit dem ,RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit“ von Qiagen
gemacht, welches fir RNA-Extraktionen aus ZNS Gewebe und entsprechenden

Tumoren optimiert ist.
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Bis zu 100 mg gefrorenes Gewebe wurde in 1 ml ,QIAzol Lysis Reagent” steril
gemarsert, homogenisiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

200 pl Chloroform wurden hinzugefigt und der Ansatz fur 15 Sekunden kraftig
gevortexed und fir 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren gelassen.

Der Ansatz wurde nun bei 4C und 12000 g fur 15 Min uten zentrifugiert.

Die nun entstandene obere wassrige Phase (ca. 600 ul) wurde abpipettiert, mit
600 ul 70% Ethanol aufgefullt und gevortext. 700 ul des Ansatzes wurden auf
ein Saule gegeben und 15 Sekunden bei >8000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und der Schritt mit dem restlichen Ansatz wiederholt
durchgefiihrt. 700 pl RW1-Puffer wurden auf die Sdule gegeben und wieder 15
Sekunden bei >8000 g zentrifugiert, um die Saule zu waschen. Der Uberstand
wurde verworfen. Dieser Schritt wurde zweimalig mit einem 500 ul RPE-Puffer
wiederholt. Bei der letzten Wiederholung wurde die Zentrifugation fir 2 Minuten
durchgefiihrt. Zum Eluieren wurden 30-50 uyl Rnase- freies Wasser direkt auf
die Silica-Gel-Membran der Saule pipettiert und 1 Minute bei >8000 g
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit einem zweiten Gefal3 wiederholt, um die

verbliebene RNA aufzufangen.

Photometrische Bestimmung des cDNA- Gehaltes

Um die Qualitdit der RNA Extraktion und die gewonnene RNA Menge zu
bestimmen, wurde eine photometrische Bestimmung der Ratio von
Absorptionswerten im Bereich von 260 und 280 nm durchgefuhrt (A260/A280).
Dazu wurden 5 pul der Proben in 45 pl H,O aufgenommen. Die ermittelten
Quotienten, sind in Tabelle 7 angegeben. Die Reinheit der Proben wurde

bestatigt.

cDNA-Umschrieb mit Reverse Transkriptase PCR

Mit einer RT-PCR wurde aus der mRNA durch eine reverse Transkriptase
Reaktion cDNA hergestellt. Hierbei wird ein komplementarer Strang zur
vorhandenen mRNA synthetisiert. Der verwendete cDNA Ansatz bestand aus
50 ul pro Reaktionsgefal? bestehend aus:

e 10 ul 5 x M-MLV Reaktions-Puffer mit 1 x Endkonzentration
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e 1 pyl Random Hexamers als Primeraquivalent mit der Endkonzentration 0,5
Hg/ ul RNA

e 1 pl RNAse Inhibitor (Endkonzentration 1 u/ pl)

e 1 plvon 10 mMol dNTPs (Endkonzentration 0,2mM)

e 1yl M-MLV Reverse Transkriptase (Endkonzentration 200 u/ul)

* 36 pl eines H,0O -RNA Gemisches (Endkonzentration 1ug)
Die Endkonzentration der RNA sollte 1 ug betragen, daher wurde
photometrisch der Gehalt bestimmt, die jeweils benétigte Menge

ausgerechnet und mit H,O auf 36 pl aufgefillt.

Zur Kontrolle wurde Astrozytom-RNA mit bekannter Epo-Expression und RNA
eines kommerziell erhaltlichen Cortex mit standardisierten RNA-Anteil

verwendet (Human Temporal Cortex Brain Total RNA).

Primer fur die konventionelle PCR

Fur die PCR-Amplifizierung wurden folgende Primer eingesetzt:

* EpoR-F
forward: TCATCCTGGTGCTGCTGACC
reverse: GCCTTCAAACTCGCTCTCTGG
Produkt: 103 Basenpaare

e EpoR-T
forward: TCATCCTGGTGCTGCTGACC
reverse: GGCACTGAGGGGACAACCA(GG)
Produkt: 163 Basenpaare

* EpoR-S
forward: ACGTCTCACATCCGCTACGAG
reverse: CTGGTGGAACTGAGCCAATCA
Produkt: 104 Basenpaare

e B-Actin:
forward: AGAAAATCTGGCACCACACC
reverse: AACGGCAGAAGAGAGAACCA
Produkt: 209 Basenpaare
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Die Primer wurden mit Hilfe der Software Primer3 zum Erstellen der Primer
[Rozen et al. 2000] und Primer Premier 5 zum Ubrepriufen auf
Sekundarstrukturen und Dimere [Premier Biosoft International, Paolo Alto, CA,
USA] ausgewahlt. Um die Spezifitat der Primer im zu untersuchenden Genom
zu gewahrleisten, wurden sie im Internet mit der GenBank Datenbank

abgeglichen [www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cqi].

Etablierung der PCR mit Hilfe eines Temperaturgradi  enten

Mit Hilfe eines Temperaturgradienten von 50-60C wurden die

Annealingbedingungen optimiert, da diese bei den einzelnen Primerpaaren

haufig unterschiedlich sind. Dafir wurden die bereits etablierten

Astrozytomproben verwendet.

Bedingungen des Temperaturgradienten-Programms 50-60C.:

» Aktivierung der Tag DNA-Polymerase: 2 Minuten bei 95C

* Denaturierung: 30 Sekunden bei 95T

e Annealing: 45 Sekunden mit einem Temperaturgradienten von 50° bis 60C
mit 1°C Unterschied pro Well.

* Elongation: 60 Sekunden bei 72C

* Wiederholen der Schritte 2-4 fur 35 Zyklen

* 10 Minuten bei 72C

Gelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese ist die Wanderungsgeschwindigkeit der
Nukleinsaurefragmente abhéngig von deren GrofRe und von der Dichte des
Gels und erlaubt somit die GréRenbestimmung der amplifizierten Fragmente.
Pro Gel wurden 1,25 g Agarose und 50 ml 1 x TBE Puffer gemischt und
aufgekocht. Nach Abkuhlen auf ca. 60C wurden 2,5 pl Ethidiumbromid zur
spateren Sichtbarmachung der DNA dazugegeben. Ein Kamm wurde in die
Gelkammer eingesetzt, um Probentaschen zu bilden. Dann wurde das Gel in
die Kammer gegossen und konnte sich ca. 30 Minuten festigen. Um das
Austrocknen des Gels zu verhindern wurde es mit 1 x TBE Puffer beschichtet.
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Die erste Probentasche wurde zur Langenbestimmung mit 2 pul eines
kommerziell erhaltlichen Langenmarkers gemischt mit 2 pl Bromphenolblau und
9 ul H,O geflllt. Fur die Analyseproben wurden je 10 pl vom Sample mit 2 pl
Sucrose und 1 pl Bromphenolblau zur Verdichtung gemischt. Die Proben
wurden in die anderen Gelkammern pipettiert und fir 35 Minuten eine

Spannung von 125 V angelegt.

PCR optimiert fir EpoR-F

Das PCR-Setting erfolgte wie oben dargestellt, fir die Annealingtemperatur
wurden 59 gewahlt. Fir den PCR Ansatz wurden pro Tube 50 pl gewahlt:
Darin waren 7 pl cDNA, 3 pl MgCl, 1 pl dNTPs, je 2,5 ul der reversen und
forward Primer, 5 yl Puffer 0,3 yl Polymerase und 28,7 ul H,O enthalten.

PCR optimiert fir EpoR-T
Das PCR-Setting erfolgte wie oben dargestellt, fur die Annealingtemperatur
wurden 59C gewahlt. Fir den PCR Ansatz wurde auf d as Protokoll vom EpoR-

F zurtickgegriffen, lediglich die Primer wurden angepasst.

PCR optimiert fir EpoR-S

Das PCR-Setting erfolgte wie oben dargestellt, fir die Annealingtemperatur
wurden 56T gewahlt und 30 Zyklen gefahren. Fir den PCR Ansatz wurde auf
das Protokoll vom EpoR-F zuriickgegriffen, lediglich die Primer wurden

angepasst.

PCR mit B-Actin als Kontrolle

Das PCR-Setting erfolgte wie oben dargestellt, fur die Annealingtemperatur
wurden 59T gewahlt und 30 Zyklen gefahren. Fir den PCR Ansatz wurde auf
das Protokoll vom EpoR-F zuriickgegriffen, lediglich die Primer wurden

angepasst.
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2.c.3. Western Blot

Proteinextraktion fir den Western Blot

Fur die Proteinextraktion wurde ein Lyse Puffer hergestellt aus 10 mmolar Tris,
mit einem von pH-Wert von 7.2, 50 mmolar NatriumChlorid, 5 pmolar
ZinkChlorid, 2 mmolar DTT und 1 Vol % Triton X 100. Zum gefrorenen Gewebe
wurde etwa das Funffache an Lyse-Puffer bezlglich des Volumens der
Kryoprobe gegeben. Das Gewebe wurde nun im gefrorenen Zustand mit Hilfe
einer Pipette im Puffer homogenisiert. AnschlieBend wurde es bei 13000
Umdrehungen in einer Kaltekammer bei 4T fir 15 Min uten zentrifugiert.

Die Uberstande wurden abgenommen und zur weiteren Verwendung bei -80C
aufbewahrt. Siehe Tabelle 6.

Theorie des Western Blot

Beim Western Blot werden Proteine durch eine Elektrophorese aufgetrennt.
AnschlieBend transferiert man sie auf eine Membran und weist sie durch
geeignete Agenzien nach. Man kann das Verfahren als Immunoblot
bezeichnen, wenn man spezifische Antikbrper zum Nachweis eines Proteins
verwendet. Der Name Western Blot geht auf eine modifizierte Technik des
Southern Blots zurtick, welcher nach seinem Entdecker Edwin Southern
benannt wurde [Southern et al. 1971].

Zur Trennung der Proteinproben wurde eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet. Daflr giel3t man ein Trenn- und
ein Sammelgel, fullt die Gele zwischen zwei Glasplatten und setzt einen Kamm
in die obere Sammelgellésung. Nach Einsetzen der Glasplattenhalterung in
eine Elektrophoreseapparatur wird diese mit einem Laufpuffer gefullt. In die
durch den Kamm entstandenen Taschen des Gels werden nun die
Proteinextrakte pipettiert. Die Auftrennung der Proteine kann wahrend des
Gellaufs optisch verfolgt werden. Nun folgt der Elektrotransfer der Proteine auf
eine Membran. Wahrend dieser Zeit werden die Proteine durch einen
angelegten Strom elektrophoretisch auf eine Membran transferiert und dort
immobilisiert. Dort blockt man zuerst freie Bindungsstellen ab und tragt den

Primarantikorper auf. Nach Waschen wird der Zweitantikdrper aufgetragen.
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Nach nochmaligem Waschen wird das Antigen Gber eine Peroxidase vermittelte

Chemolumineszenz-Reaktion detektiert.

Proteinbestimmung

Vor der Durchfihrung des Western Blots wurden die Proteine mit einem
Bradford Assay bestimmt. Zur Vorbereitung der Proteinbestimmung wurden
BSA- Losungen von O bis 12 pg Protein fir eine Standardreihe angesetzt, als
Tripletts auf eine 96-well-Platte aufgetragen und mit H,O auf 50 ul aufgefillt. In
die 96-well-Platte wurden fir die Proben jeweils 50 ul H,O vorgelegt und jeweils
1 ul der Lysatproben als Triplett dazu pipettiert. Pro Well wurden 150 pl
Bradford Reagenz dazugegeben. Nach erfolgtem Farbumschlag wurde die
Platte mit einem Elisa-Reader bei 595 nm gemessen und die
Proteinkonzentration in ug/ul gemessen. Aus der Konzentration wurde fir jede
Probe ausgerechnet, wieviel yl des Lysats benétigt werden, um letztendlich auf

die gewtlinschte Proteinmenge von 20 pg zu kommen.

SDS Gel Elektrophorese

Fur die Elektrophorese wurden zuerst die Gele gegossen: 5 ml eines 12%igen
Separating Gels (Trenngel) wurden gegossen und 4 ml davon zwischen die
zwei Glasplatten gefullt. Das Trenngel wurde mit Isopropanol Gberschichtet, um
Luftblasen zu entfernen und das Gel zu glatten. Fir die obere Schicht wurden 2
ml eines Sammelgels (Stacking Gel) gegossen und eingeflllt, ein Kamm zur
Bildung der Geltaschen in die Gelkammer eingesetzt und das Gel 30 Minuten
polymerisieren gelassen. Die jeweilige Polymerisation der zwei Gele wurde
durch Zugabe von APS und TEMED gestartet. Acrylamid bildet mit freien
Radikalen, die durch den Radikalbildner APS gestellt werden, lange Polymere;
TEMED dient dabei als Katalysator. Das Sammelgel, das tber das Trenngel
gegossen wird, dient dazu eine schéarfere Bandentrennung zu erreichen. Es hat

grof3ere Poren und einen anderen pH- Wert.

Ein Running Buffer (10 x Transfer Puffer) und ein Loading Buffer LAmmli fur die
Elektrophorese wurden angefertigt. Das enthaltene SDS lagert sich an Proteine

an, denaturiert diese und durch die Sulfatgruppen erhalten diese eine



MATERIAL UND METHODEN - 46 -

gleichmafig verteilte negative Ladung. Damit ist die Laufgeschwindigkeit der
Proteine im Gel nur noch von der Molekilmasse abhéangig. Das
Bromphenolblau im Lammli Puffer dient zur Beobachtung, wie weit die Proteine
im Gel bereits gelaufen sind. Mit dem Lammli Puffer wurden die Proben
aliquotiert, d.h. die Menge des Puffers ist gleich der Menge Lysat, die fur die
bendtigten 20 ul Protein genommen wurde. Direkt vor dem Gebrauch wurde 0,5
—1 pl pro Probe B MeOH hinzugefligt, das zur weiteren Proteindenaturierung
diente. Die Proben kamen nun in ihren Eppendorf Cups fur 5 Minuten auf einen
Heizblock bei 95 €, um die Proteine zu denaturieren. Nach kurzem

Abzentrifugieren kamen die Proben bis zur Elektrophorese auf Eis.

Die fertigen Gele wurden nun in die Elektrophorese Kammer eingesetzt und

1 x Running Buffer wurde in die Kammer eingefillt. Ein Marker als
Langenstandard und die verschiedenen Proben wurden in die dafur
vorgesehenen Geltaschen geflllt. Die Elektrophorese wurde mit einer
Spannung von 80 V gestartet und auf 200 V erhoht. Hierbei liegt die
Stromstarke je Gel zu Beginn bei ca. 60 — 70 mA und nimmt im Laufe der
Elektrophorese bis ca. 20 mA ab. Die Dauer der Elektrophorese betrug ca. 60
Minuten. Anhand des vorgefarbten Markers konnte die Auftrennung beurteilt
und bei Bedarf verkirzt oder verlangert werden.

Nun folgte das Western Blotting. Das Gel wurde mit seiner Glasplatte vorsichtig
aus der Apparatur geholt. Die Proteine mussten jetzt aus dem Gel auf eine
Membran Uberflhrt werden. Vor Beginn wurden die Membranen mit einem
Kugelschreiber beschriftet, dann kurz in H,O gelegt und anschlieend in eine
Wanne mit kaltem 1 x Transfer Puffer. Das Filterpapier, die Schwdmme und das
Gel auf der Glasplatte wurden ebenfalls kurz in den Puffer gelegt und das
~Sandwich* zusammengebaut: Die Blotting-Klammer wurde mit der schwarzen
Seite nach oben aufgeklappt. Darauf kam ein Schwamm, eine doppelte Lage
Filterpapier, das Gel, die beschriftete Blotting Membran, wieder eine doppelte
Lage Filterpapier und ein Schwamm. Die Klammer wurde geschlossen und in
die Transferkammer eingesetzt. Der 1 x Transfer Puffer wurde in die Kammer
eingefillt, eine Cooling Unit eingesetzt und die Kammer auf einen Magnetrihrer

gestellt. Das Blotting wurde mit einer konstanten Spannung von 100 V
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gestartet. Die Stromstérke lag bei ca. 250 mA und stieg wahrend des Blottens
auf ca. 350 mA an. Das Blotten dauerte eine Stunde. Da das elektrische Feld
senkrecht zu der vorherigen Laufrichtung der Proteine ist, kbnnen diese aus
dem Gel auf die Membran wandern und dort gebunden werden. Nach dem
Blotten wurde die Nitrocellulose Membran fir eine Stunde in einer Blocking
Solution geblockt damit freie Bindungsstellen abgesattigt werden kénnen. Dies
erfolgte mit einem Protein, welches der Antikdrper nicht erkennt. Vom
Erstantikorper wurden 20 pl pro ml aufgetragen und Uber Nacht bei 4T
inkubiert. Es folgte ein Waschschritt, drei Mal je 5 Minuten mit TBS-T. Das an
den Proteinen angelagerte SDS wurde ausgewaschen, die Proteine konnten
renaturieren und teilweise wieder ihre Sekundar- und Tertiarstruktur
einnehmen, nicht aber ihre Quartarstruktur. Nun wurden die Membranen mit 1
Ml des Sekundéarantikdrpers und 5 ml TBS-T eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubieren gelassen. Danach wurde 2 mal 5 Minuten mit TBS-T gewaschen und
1 mal 10 Minuten mit TBS, damit unspezifisch gebundene Antikdrper wieder
entfernt werden konnten. Die Membranen wurde nun in einer ECL LAsung fur 1
Minute inkubiert. Dabei katalysierte eine Peroxidase die Umsetzung von
Luminol in seine oxidierte Form, so dass eine Lumineszenz detektiert werden
konnte. Nach Abtupfen der Membran wurde sie zwischen zwei Klarsichtfolien in
die Filmkassette gelegt. Der Film wurde aufgelegt und einmal fir 30 und einmal
fur 60 Sekunden belichtet.

d. Statistik

Die statistische Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde mit
Unterstlitzung des Instituts fur Medizinische Biometrie der Universitat Tubingen
von Herrn Prof. Dr. Klaus Dietz durchgefiihrt. Um signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen zu vergleichenden Gruppen zu zeigen, wurden
individuelle p-Werte berechnet. Werte unter p=0,05 wurden als signifikant
angesehen. Paarweise Vergleiche wurden mit Hilfe des Student t-Tests
durchgefuhrt. Die unteren und oberen 95%-Konfidenzintervalle wurden wie im
folgenden Beispiel dargestellt angegeben: (95% CI: 1,90 bis 2,26). Zur
Stabilisierung der Varianzen beim Vergleich der PgR Expression und des WHO

Grades von Meningeomen wurde vorher eine Box-Cox-Transformation der
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Daten  vorgenommen. Die  errechneten Mittelwerte  und  deren
Konfidenzintervalle wurden zur besseren Lesbarkeit nach der statistischen
Berechnung zurtick transformiert. Die Formel fur die Box-Cox Transformation

lautet:
PrgR=(1-0.04360y) °-05

Beim Vergleich des Zusammenhangs der MIB-1 Expression und des WHO
Grades wurde zur Stabilisierung ebenso eine Transformation der Daten
vorgenommen. Die errechneten Mittelwerte und deren Konfidenzintervalle

wurden zur besseren Lesbarkeit zuriick transformiert. Die Formel dazu heif3t:

y
MIB-1= @235 -0.5
Fur die statistischen Berechnungen wurde das Statistikprogramm JMP IN

verwendet (www.jmp.com)
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3. Ergebnisse

a. Immunhistochemie

Die mit dem EpoR markierten Préparate wiesen aufgrund der vorwiegend
cytoplasmatischen und membrantsen Lokalisation eine diffuse Farbung auf.
Das kollagene Bindegewebe in den Septen im Tumor sowie teilweise
vorhandenen Dura Mater-Anteile stellten sich negativ fir den EpoR dar. Auch
hamatopoetische Zellen sowie das GefalRendothel waren immunonegativ, was
auf eine Gewebespezifitdt des EpoR deutet. Verwendet wurde ein vierstufiger
Score wie auf S. 34 beschrieben. Praparate mir starker EpoR Expression aber

regionalen Intensitatsunterschieden wurden zum Score 2 gezahlt.

B

Abbildung 2: Meningeome mit A) schwacher EpoR Expression, entsprechend

einem Score 1, B) mittelstarker EpoR Expression, Score 2, C) starker EpoR

Expression, Score 3, D) Positivkontrolle, E) Negativkontrolle
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Die Praparate fur PgR und MIB-1 zeigten eine deutlich abgrenzbare nukleare

Farbung der positiven Kerne. Regionale Unterschiede der Farbungen wurden

bei der Auswertung bericksichtigt.

Abbildung 3: Meningeom mit nuklearer PgR Farbung

Abbildung 4: Meningeom mit MIB-1 Proliferationsindex unter 2 %.

b. Statistische  Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen

Korrelation der Expression des EpoR mit dem Geschle  cht

Es wurden 40 maénnliche und 54 weibliche Patienten untersucht. In der

statistischen Auswertung mittels Varianzanalyse wurde festgestellt: Der
Mittelwert des EpoR Mean Scores der ménnlichen Patienten betrug 2,10. (95%
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Cl: 1,91 bis 2,27). Bei den weiblichen Patienten betrug der Mittelwert 1,98.
(95% CI: 1,83 bis 2,13). Der p-Wert betrug in der Varianzanalyse 0.3712, beim
t- Test ergab sich eine Differenz von -0,89863. D.h. es konnte keine statistische
signifikante Korrelation zwischen dem Mean Score beider Geschlechter

gefunden werden. Somit ist die Expression von EpoR geschlechtsunabhangig.

3_ aH [ I ]
@ - e e
52.5_
@]
2 2 —
g |
21-5— o2® [ ]
1— ” e oo
m | w
Geschl.

Abbildung 5: Der Mittelwert der EpoR Expression in Korrelation mit dem
Geschlecht

Korrelation der Expression des EpoR mit der Altersv erteilung

Der Mittelwert der eingeschlossenen Proben betrug 57,53 Jahre. Anhand des p-
Wertes (0,950) und der Punktwolke wird deutlich, dass es keine Korrelation
(0,084486) zwischen der Altersverteilung und den verschiedenen Mittelwerten

des EpoR gibt. Somit ist die EpoR- Expression altersunabhangig.
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Abbildung 6: Der Mittelwert der EpoR Expression in Korrelation mit dem Alter
Korrelation der Expression des EpoR mit der WHO Kla  ssifikation

Es wurden insgesamt 65 Proben mit dem WHO Grad |, 16 mit der WHO Grad Il
und 13 mit der WHO Grad Ill untersucht. Obwohl hirninvasive Meningeome
nach der aktuellen WHO Klassifikation zu den WHO Grad Il Tumoren gezéhlt
werden [Perry et al. 2007], wurden hirninvasive Meningeome mit benignem Bild
aufgrund ihrer Histologie hier der Gruppe der Grad | WHO Tumoren
zugeordnet, dies erlaubt eine bessere Vergleichbarkeit mit alten Studien.
Tumoren mit und ohne Hirninvasion wurden gesondert ausgewertet. Die
Auswertung der Mittelwerte nach den WHO Graden ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Der Mittelwert der Patienten mit
WHO Grad | betrug 1,98 (95% CI: 1,84 bis 2,12). Der Mittelwert der Patienten
mit WHO Grad Il betrug 2,16 (95% CI: 1,87 bis 2,44) und war somit am
Hochsten. Der Mittelwert der Patienten mit WHO Grad 1l betrug 2,08 (95% CI:
1,76 bis 2,39).

Mittels One Way Varianzanalyse wurde festgestellt:

WHO | vs WHO Il |p =0,2810

WHO | vs WHO Il [p =0,5934

WHO Il vs WHO Il |p =0,7088

Diese Werte sind grofRer als Alpha 0,05, also besteht keine Signifikanz

zwischen den drei WHO Graden.
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Abbildung 7: Der Mittelwert der EpoR Expression in Korrelation mit den WHO
Graden

Korrelation der Expression des EpoR und einer Hirni nfiltration

Es wurden 70 Patienten ohne und 22 Patienten mit einem hirninfiltrierendem
Meningeom untersucht. Der Mittelwert der Patienten ohne Hirninfiltration betrug
2,06 (95% CI: 1,92 bis 2,19), wahrend der Mittelwert der Patienten mit
Hirninfiltration, unabhangig vom WHO Grad, 1,93 betrug (95% CI:1,69 bis 2,17).
Eine Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
Mean Score der Tumore mit bzw. ohne Hirnifiltration (p = 0,3722, Differenz im t-
Test: -0,89683). Somit besteht kein Zusammenhang zwischen der Expression

des EpoR in Meningeomen und einer ZNS Infiltration.

Korrelation der Expression des EpoR und Meningeomen mit Rezidiv

Ein Rezidiv ging als ja oder nein Variable, d.h. nominal ein. Es wurden 20
Patienten ohne und 21 Patienten mit Rezidiv beurteilt. Bei den Patienten ohne
Rezidiv betrug der Mittelwert 2,20 (95% CI: 1,96 bis 2,44) und bei Patienten mit
Rezidiv betrug der Mittelwert 1,79 (95% CI: 1,55 bis 2,02). Der p-Wert ergab in
der Varianzanalyse 0,0168, der t-Wert betrug —2,49834. Das bedeutet, dass
Meningeome mit Rezidiv den EpoR signifikant schwacher exprimierten. Da der
Mean Score nicht normalverteilt war, wurde zur Sicherheit noch der Wilcoxon-

Test verwendet. Der p-Wert dabei ist praktisch gleich und betragt 0.0178.
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Tumore mit einem Rezidiv haben demnach einen signifikant niedrigeren EpoR

Score als Tumore ohne Rezidiv.
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Abbildung 8: Die Mittelwerte der EpoR Expression von Meningeomen sind bei

einem Rezidiv signifikant niedriger als ohne Rezidiv.

Korrelation der Expression des EpoR mit der Rezidiv  anzahl

Es wurden 16 Patienten mit einem Rezidiv, 2 mit zwei Rezidiven, 2 mit drei
Rezidiven und 1 Patient mit vier Rezidiven verglichen. Da die Punktwolke nicht
einer bivariaten Normalverteilung entsprach, wurde ein nicht parametrischer
Korrelationskoeffizient verwendet. Hierbei ergab nach der statistischen
Auswertung  Spearman's Rho einen p-Wert von 0,0123. Der
Korrelationskoeffizient war negativ, er betrug -0.3876. Damit gibt es eine
negative Assoziation zwischen der Anzahl der Rezidive und dem Mean Score,
d.h. mit zunehmender Rezidivhaufigkeit fallt der EpoR Score ab.

Korrelation der Expression des PgR und der Expressi on des EpoR

Beim Vergleich von 75 Tumoren konnte keine statistisch signifikante Korrelation
(p = 0,6749) zwischen der Expression des PgR und dem Mean Score des EpoR
gefunden werden. Der Mittelwert der PgR Expression lag am hdchsten bei
Meningeomen mit schwécherer EpoR Expression des Mean Scores 1 und
betrug 26,50 (95% CI: 10,06 bis 42,94). Die anderen Mittelwerte betrugen 13,02
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(95% CI: 4,53 bis 21,51) fir den Mean Score 2 und 14,90 (95% CI. 0,19 bis
29,61) fir den Mean Score 3.

Korrelation der Expression des PgR mit der Altersve rteilung

Es wurden 58 Patienten untersucht. Dabei zeigte sich eine leichte Zunahme der
PgR Expression mit dem Alter, diese war jedoch statistisch nicht signifikant (p =
0,4103).
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Abbildung 9: Die PgR Expression in Abhangigkeit des Alters

Korrelation der Expression des PgR mit der WHO Klas  sifikation
Insgesamt wurden 75 Félle auf einen Zusammenhang untersucht. 41 (54,6%)
der Tumore exprimierten den PgR. Die hochsten Expressionswerte fur PgR
wurden in Tumoren des WHO Grad | beobachtet, der Mittelwert betrug 20,9
(95% CI: 14,60 bis 27,40). Es zeigte sich eine Abnahme tber WHO Grad I
Tumoren, der Mittelwert betrug 9,35 (95% CI: 0 bis 21,10) zu WHO Grad IlI
Tumoren, der Mittelwert betrug hier 2,5 (95% CI: 0 bis 14,70). Diese Abnahme
war statistisch signifikant (p = 0,0169) fur den Vergleich der Expression des
WHO Grades | und der des WHO Grades lll.
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Abbildung 10: Die PgR Expression in Meningeomen des WHO Grad Il ist
signifikant niedriger als in Meningeomen des WHO Grad |I.

Korrelation der Expression des PgR mit einer Hirnin filtration

Es wurden 55 Falle mit und 18 ohne Hirninfiltration untersucht.

Bei Meningeomen ohne Hirninfiltration lag der Mittelwert der PgR Expression
bei 15,03 (95% CI. 8,70 bis 21,30) und war damit leicht niedriger als bei
Tumoren mit Hirninfiltration, hier lag der Mittelwert bei 18,77 (95% CI: 7,80 bis
29,70). Der p-Wert betrug in der Varianzanalyse 0,5574. Im t-Test betrug die
Differenz  0,589. Es zeigte sich somit kein statistisch signifikanter

Zusammenhang.

Korrelation der Expression des PgR und Meningeomen mit Rezidiv

Es wurden 12 Meningeome ohne Rezidiv und 16 Meningeome mit Rezidiv
untersucht. Bei Tumoren ohne Rezidiv lag der Mittelwert der PgR Expression
bei 15,66 (95% CI: 1,18 bis 30,14) und war damit geringer als bei Tumoren mit
Rezidiv. Hier lag der Mittelwert bei 18,18 (95% CI: 5,64 bis 30,72). Der p-Wert
betrug in der Varianzanalyse 0,7889, es konnte kein statistisch signifikanter

Zusammenhang gesehen werden.
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Korrelation der Expression des PgR mit der Rezidiva  nzahl

In den 21 untersuchten Fallen zeigte sich keine Korrelation zwischen der PgR
Expression und der Rezidivanzahl. Der p-Wert betrug in der Varianzanalyse
0,8461.

Korrelation von MIB-1 und der Expression des EpoR

Beim Vergleich von 74 Tumoren konnte keine statistisch signifikante Korrelation
(p = 0,2041) zwischen der MIB-1 Expression und dem Mean Score des EpoR
gefunden werden. Der Mittelwert von MIB-1 beiTumoren des Mean Scores 1
betrug 1,86 (95% CI. -1,23 bis 4,94). Die anderen Mittelwerte betrugen fur den
Mean Score 2 3,56 (95% CI: 2,10 bis 5,03) und fur den Score 3 2,06 (95% CI: -
0,67 bis 4,78).

Korrelation von MIB-1 mit der Altersverteilung
Es wurden 55 Patienten untersucht. Der p-Wert betrug in der Varianzanalyse

0,9534. Die MIB-1 Expression war demnach altersunabhangig.

Korrelation von MIB-1 mit der WHO Klassifikation

Es wurden 74 Falle verglichen. 56 (75,6 %) Meningeome exprimierten MIB-1.
Am schwachsten war die MIB-1 Expression in Tumoren des WHO Grades I, der
Mittelwert betrug 2,55 (95% CI: 1,40 bis 3,70) und stieg Uber Tumoren des
WHO Grades Il (der Mittelwert betrug hier 4,21 (95% CI: 2,11 bis 6,31) bis zur
starksten Expression in Tumoren des WHO Grades Il mit einem Mittelwert von
6,34 (95% CI: 4,10 bis 8,52). Der Vergleich zwischen allen WHO Graden und
der MIB-1 Expression war schwach sigifikant (p = 0,0405), beim Vergleich der
Mittelwerte der einzelnen WHO Grade gegeneinander jedoch, waren die

Ergebnisse nicht mehr signifikant.
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Abbildung 11: Die MIB-1 Expression in Abhangigkeit der WHO Grade

Korrelation von MIB-1 und einer Hirninfiltration

Es wurden 56 Féalle ohne und 16 mit Hirninfiltration untersucht. Hierbei hatte
eine  Hirninfiltration  keinen  signifikanten  Einfluss auf das MIB-1
Expressionsmuster (p = 0,7264). Bei Tumoren ohne Hirninfiltration lag der
Mittelwert bei 3,67 (95% CI: 2,50 bis 4,80). Bei Tumoren mit Hirninfiltration lag
der Mittelwert bei 3,25 (95% CI: 1,14 bis 5,35). Im t-Test betrug die Differenz —
0,35.

Korrelation von MIB-1 und Meningeomen mit Rezidiv

Es wurden 12 Meningeome ohne Rezidiv und 17 Meningeome mit Rezidiv
untersucht. Bei Tumoren ohne Rezidiv lag der Mittelwert der MIB-1 Expression
bei 2,83 (95% CI: 0,44 bis 5,22) und war damit geringer als bei Tumoren mit
Rezidiv. Hier lag der Mittelwert bei 3,82 (95% CI: 1,82 bis 5,83). Dies war aber
statistisch nicht signifikant (p = 0,5199).

Korrelation von MIB-1 und der Rezidivanzahl
Es wurden 21 Falle untersucht dabei zeigte sich, dass Tumore mit einer
hoheren Rezidivanzahl MIB-1 signifikant haufiger exprimierten (p = 0,0216).
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Abbildung 12: Die MIB-1 Expression in Korrelation mit der Rezidivanzahl

Korrelation des Alters mit einer Hirninfiltration

Es wurden 70 Falle mit und 22 ohne Hirninfiltration untersucht. Das Alter von
Patienten ohne Infiltration lag im Mittel bei 56,35 Jahren (95% CI: 52,60 bis
60,00). Das Alter von Patienten mit Infiltration lag im Mittel bei 62,81 Jahren (95
% CI: 56,90 bis 68,60). Der p-Wert betrug in der Varianzanalyse 0.0809, im t-
Test betrug die Differenz 1,765. Es zeigte sich ein Trend zu einer Hirninfiltration

in hbherem Alter, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 13: Hirninfiltration in Abhangigkeit des Alters
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c. Ergebnisse des Western Blot

Der Western Blot zeigte fir die 9 Tumorproben jeweils eine starke Bande um 60
kDa. Als Positivkontrolle wurde ein Wilms Tumor genommen, dessen Bande
das starkste Signal zeigte [Batra et al. 2003]. Zur Kontrolle wurde als
.,Housekeeping-Gene* GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase)
gemessen. Ein Signal zeigte sich bis auf ein Sample bei allen Proben.

60- D e -~ D GEn - — — - EpoR

37— —— e — — w— = GAPDH
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Abbildung 14: Immunoblot des EpoR mit Angabe der WHO Tumor Grade

Lane 1: Probe 105, Wilms Tumor als Positivkontrolle;

Lane 2: Probe 96, Meningeom WHO Grad llI;

Lane 3: Probe 95, Meningeom WHO Grad llI;

Lane 4: Probe 97, Meningeom WHO Grad I;

Lane 5: Probe 103, Meningeom WHO Grad |;

Lane 6: Probe 99, Meningeom WHO Grad II;

Lane 7: Probe 100, Meningeom WHO Grad [; nicht auswertbar
Lane 8: Probe 101, Meningeom WHO Grad I;

Lane 9: Probe 102, Meningeom WHO Grad |,

Lane 10: Probe 103, Meningeom WHO Grad |

d. Ergebnisse der RT-PCR

100 b, [

1 i 8 4 5 6 7 8
Abbildung 15: Die full length form EpoR-F bei 103 Basenpaaren.

Lane 1: Marker

Lane 2: Wilms Tumor als Positivkontrolle
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Lane 3: Probe 97

Lane 4: Probe 100

Lane 5: Probe 101

Lane 6: Probe 103

Lane 7: Probe 104

Lane 8: Probe 102

Alles Meningeome des WHO Grad |I.
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Abbildung 16: Die truncated Form EpoR-T bei 163 Basenpaaren

Lane 1: Marker

Lane 2: Wilms Tumor als Positivkontrolle
Lane 3: Probe 97

Lane 4: Probe 100

Lane 5: Probe 101

Lane 6: Probe 103

Lane 7: Probe 104

Lane 8: Probe 102

Alles Meningeome des WHO Grad |I.

500 bp

100 bp_
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Abbildung 17: Die soluble Form EpoR-S bei 104 Basenpaaren als gesplicte

Isoform ohne Intron 4 und bei 482 Basenpaaren mit Intron 4.

Lane 1: Marker

Lane 2: Wilms Tumor als Positivkontrolle
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Lane 3: Probe 97

Lane 4: Probe 100

Lane 5: Probe 101

Lane 6: Probe 103

Lane 7: Probe 104

Lane 8: Probe 102

Alles Meningeome des WHO Grad |I.
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Abbildung 18: B-Actin als Kontrolle bei 209 Basenpaaren.

Lane 1: Marker

Lane 2: Probe 97

Lane 3: Probe 100

Lane 4: Probe 101

Lane 5: Probe 103

Lane 6: Probe 104

Lane 7: Probe 102

(Alles Meningeome des WHO Grad I)
Lane 8: Human Temporal Cortex
Lane 9: Glioblastom Positivkontrolle
Lane 10: Glioblastom Positivkontrolle
Lane 11: H,O
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Diskussion

e. Material und Methoden

Immunhistochemie

Zur Auswertung immunhistochemischer Farbungen gibt es in der Literatur keine
einheitliche Vorgehensweise, denn eine einheitliche Auswertung ist aus
folgenden Grunden nicht moglich: Die Immunhistochemie féarbt je nach
Primé&rantikdrper unterschiedliche Strukturen - Zytoplasma, Kerne, Membranen
— an, fur die jeweils verschiedene Scores zur Auswertung notwendig sind.
Desweiteren kann die Farbeintensitat aufgrund der Fixationsdauer, der
Schnittdicke und der Einbettung variieren. Somit muss fur jeden Antikdrper in
Abhéngigkeit der verwendeten Methoden die Auswertung individuell angepasst
werden.

Fur die nukledre PgR- Farbungen finden sich teilweise semiquantitative Scores,
wie beispielsweise in der Arbeit von Strik et al. die den prozentualen Anteil
angefarbter Kerne, von 0 % bis > 50 % in einen gestuften Score mit Werten von
1 bis 4 einteilt, meistens wird jedoch der prozentuale Anteil der positiv gefarbten
Kerne direkt angegeben [Strik et al. 2002, Brandis et al. 1993, Hilbig et al. 1998,
Khalid 1994, Nagashima et al. 1995]. Bei der nuklearen MIB-1 Farbung hat sich
eine prozentuale Angabe positiver Zellen bereits als Standard etabliert [Perry et
al. 2007]. Fur den EpoR hat sich aufgrund der diffus imponierenden
zytoplasmatischen Anfarbung ein semiquantitativer Ansatz mit einem Score von
0 bis 3 fur die Intensitat der Farbung bewéahrt. Hierbei steht O fur keine Farbung,
1 fur eine schwache Farbung, 2 fir eine moderate Farbung und 3 fur eine
intensive Farbung [Acs et al. 2003, Arcasoy et al.2005, Mohyeldin et al. 2005].
Solch eines einfaches, reproduzierbares Scoringsystem fur die Farbeintensitéat
wurde in der aktuellen Arbeit ebenfalls eingesetzt. Dabei wurden die Praparate
von mindestens zwei Beobachtern unabhangig ausgewertet und ein Mittelwert
(Mean Score) gebildet, sofern die Abweichung nicht mehr als einen Scorepunkt
Uberschritten wurde. Ein Mean Score von 3 steht hier fur die starkste mogliche
Anfarbung, wahrend ein Scorewert von 0 flr negative Félle vorgesehen ist. Da

Meningeome ein pseudosyncytiales Zellmuster haben, stellte sich die Farbung
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als Uberwiegend diffuses Muster mit vorwiegend zytoplasmatisch und
membrandser Lokalisation des EpoR dar. Diese Ergebnisse stehen im Einklang

mit dem in Literatur beobachteten Expressionsmustern [Yoshimura et al. 1990].

Verschiedene EpoR-Antikdrper der Firma Santa Cruz wurden in einigen
Publikationen als unspezifisch angesehen, da sie auch andere Proteine binden
kdnnen, eines davon wurde mittels Sequenzanalyse als heat-shock protein 70
identifiziert [Elliott et al. 2006, Brown et al. 2007]. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher ein anderer monoklonaler Antikdrper, sowohl fur die
Immunhistochemie als auch fir den Western Blot, eingesetzt. Als
Primarantikorper wurde der monoklonale EpoR Antikérper, Klon 38409, der
Firma R&D Systems verwendet. Mit dem monoklonalen EpoR Antikoérper der
Firma Upstate wurden fir die Immunhistochemie zusatzlich Kontrollen gefarbt.

Diese Kontrollen sahen mit den beiden Antikérpern gleich aus.

Western Blot

Die genaue Gro3e des EpoR bzw. seiner Isoformen sind derzeit noch
Gegenstand der Diskussion. Mit einem Antikorper gegen den
intracytoplasmatischen Carboxyterminalen Anteil des EpoR wurden 66 kDa
grof3e Banden detektiert. Der soluble EpoR wird von Arcasoy et al. als 26 kDa
Bande beschrieben, in einer anderen Arbeit von Harris et al. wird dieser als 27
kDa gro3 angegeben. Der soluble EpoR-S wurde im ersten Falle in
Uberstanden von Prostata- und Brustkrebszellen gefunden. Im zweiten Fall
wurde er im Plasma eines Patienten mit akuter myeloischer Leukédmie gefunden
[Arcasoy et al. 2003, Harris et al. 1996, Jones et al. 1990].

Sawyer et al. vermuteten, dass alle EpoR Varianten durch unterschiedliche N-
Glykolisierungen entstehen. Die funktionelle Form des EpoR schien in ihrer
Arbeit ein 78 kDa grof3es Protein zu sein. Diese Form befand sich dabei in der
Zellmembran, wahrend die 62 bis 66 kDa Varianten cytoplasmatisch lokalisiert
waren [Sawyer et al. 1993]. Der EpoR wird laut anderen Arbeiten in einer nicht
glykolisierten 62 kDa Form und einer glykolisierten 64 kDa Form synthetisiert.
Eine Fraktion der 64 kDa Variante werde zu einer 66 kDa Spezies prozessiert
und nur wenig des EpoR auf der Zelloberflache exprimiert [Yoshimura,



- 65 - DISKUSSION

D’Andrea 1990]. Die 64 kDa und die 66 kDa GrolRenangaben wurden erst
kirzlich mit dem gleichen Antikdrper erneut angegeben [Verdier et al. 2000,
Hamadmad et al. 2007].

Jedoch wurde die Spezifitat der in den obigen Arbeiten verwendete Antikorper
zum Teil angezweifelt. Zum einen wurde die kalkulierte Grol3e des Proteins bei
52.6 kDa berechnet [Sinclair et al. 2007], zum anderen wurden bei Verwendung
eines anderen Antikkdrpers EpoR Peptid Sequenzen identifiziert, die ein 59 kDa
grol3es Protein zeigten [Elliott et al. 2006, Brown et al. 2007], wahrend in den 66
kDa-Varianten wohl eine Kreuzreaktivitat mit HSP-70 stattfindet.
Dementsprechend erfolgte die Auswahl des Antikorpers fir den Western Blot in
der aktuellen Arbeit, bei der eine Grol3e um 60 kDa gezeigt werden konnte. Es
zeigten sich im Western Blot fir alle Tumorproben jeweils eine Bande um 60
kDa, dabei war erwartungsgemald die Bande fur die Positivkontrolle am
starksten. Eine exakte GroRenbestimmung des EpoR war mit unserem Blot
nicht vorgesehen.

Sowohl die EpoR Isoform EpoR-F als auch die Isoform EpoR-T enthalten den
extrazellularen Bereich, an den der Antikérper bindet der in der
Immunhistochemie und im Immunoblot verwendet wurde [Nakamura et al.
1992]. Dies erkart auch das Fehlen von zusatzlichen Banden fur den EpoR-S
iIm Immunoblot, dessen Grol3e wird zwischen 26 kDa und 27 kDa beschrieben
ist [Arcasoy et al. 2003, Harris et al. 1996)].

PCR

Um die Expression des EpoR auf RNA Ebene nachzuweisen wurde eine
konventionelle RT-PCR von sechs exemplarischen Meningeomen des WHO
Grades | gefahren. Dazu wurden, um alle drei bekannten Isoformen des
Rezeptors, EpoR-F, EpoR-T und EpoR-S nachzuweisen, drei verschiedene
Primerpaare konzipiert, welche in der Regel ein Intron umspannen, um eine
maogliche Amplifikation genomischer DNA auszuschlieBen. Zuséatzlich wurde
darauf geachtet, dass unterschiedliche Splicing-Formen mit den verwendeten
Kombinationen auch unterschiedliche Fragmentgrof3en ergeben, um diese

auseinander halten zu kdnnen.
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f. Progesteronrezeptor

Die Expression des PgR in Meningeomen ist in der Vergangenheit Gegenstand
intensiver Untersuchungen gewesen. Die Zahl der PgR exprimierenden
Meningeome reicht in immunhistochemischen Arbeiten von 58,3 bis 100 %
[Brandis et al. 1993, Hilbig et al. 1998, Khalid 1994, Nagashima et al. 1995]. In
unserer Arbeit konnte in 54,6% der Meningeome die Expression des PgR

festgestellt werden.

Letztendlich ist die Bedeutung des PgR noch nicht endgiltig geklart,
wenngleich vieles auf einen glnstigen Effekt der Expression des PgR hindeutet:
Demnach haben rezeptornegative Meningeome nach Brandis et al. eine
schlechtere Prognose als PgR-positive Tumore. PgR- negative Tumore
tendieren auch dazu gréf3er zu sein [Brandis et al. 1993, Hsu et al. 1997].
Passend hierzu fehlt in anaplastischen Tumoren der PgR haufiger [Gabos et al.
1992]. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit:

Meningeome des WHO Grades | exprimierten hierbei in der aktuellen Studie
den PgR signifikant haufiger als Meningeome des WHO Grades 11l (p = 0,0169),
was fur einen gunstigen Effekt der Expression des PgR spricht. Es zeigte sich
eine relativ gleichmafdige Abnahme tber WHO Grad Il Tumoren, bis hin zu den
WHO Grad Il Tumoren.

Tonn et al. wiesen zwischen Zellkulturen ohne PgR Expression und Zellen mit
positiver Ki-67 Expression eine inverse Korrelation nach und folgerten, dass
proliferierende Zellen kein PgR exprimieren [Tonn et al. 1997]. Dies wurde mit
einer Abnahme der PgR- Expression bei hohergradigen Tumoren bzw.
Tumoren mit hoherer Proliferationsrate in Einklang stehen. Die Grol3e des
Tumors wurde bei unserer statistischen Auswertung nicht bertcksichtigt, so

dass hierzu keine Aussagen gemacht werden kénnen.

Viele Arbeiten beschaftigen sich mit einem madglichen Zusammenhang
zwischen der Rezidivhaufigkeit und der PgR Expression in Meningeomen. PgR-
positive Meningeome haben seltener ein Rezidiv [Fewings et al. 2000], bzw.
Primartumore des WHO Typ | mit einer reduzierten PgR Expression haben eine
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signifikant héhere Chance fur ein Rezidiv (p = 0,01) [Strik et al. 2002]. In
unserer Arbeit konnten wir aufzeigen, dass die Rezidivanzahl mit starkerer PgR
Expression leicht, aber nicht signifikant sank (p = 0,8461), was tendenziell zu
den Ergebnissen der Literatur passt.

Wir konnten in unserer Arbeit bezuglich der Frage, ob PgR positive Tumore
haufiger ein Rezidiv haben, kein signifikantes Ergebnis nachweisen (p =
0,5574). Die Unterschiede Ilassen sich durch das heterogenere
Patientenkollektiv erklaren.

Die PgR Expression und die Proliferationsraten scheinen nicht altersabhangig
zu sein [Roser et al. 2005]. Ahnliche Ergebnisse beobachteten wir in unserer
Arbeit: Es zeigte sich zwar eine Tendenz, dass altere Patienten eine hohere
PgR-Expression aufwiesen, wenngleich die Ergebnisse statistisch nicht
signifikant waren (p = 0,4103). Damit deckt sich das Ergebnis mit den anderen
Arbeiten. Zwischen einer Hirninfiltration des Tumors und der PgR Expression
zeigte sich keine Korrelation (p = 0,5574). Somit scheint ein invasives

Wachstum keinen Einfluss auf die Progesteronaktivitat zu haben.

g. MIB-1

Da MIB-1 ein Wachstumsmarker ist, wird er bei vielen Tumoren als anerkannter
Proliferationsmarker benutzt. Hsu et al. fanden heraus, dass eine MIB-1
Expression > 3 % bei Meningeomen ein signifikanter Faktor fur ein schlechteres
Outcome ist. Bei Meningeomen des Grades | fanden sie einen MIB-1
Proliferationsindex von 0,75 £ 0,21 %, bei Tumoren des WHO Grades Il von 3,2
+ 0,57 und beim WHO Grad Ill von 6,04 + 1,48 [Hsu et al. 1998].

In der vorliegenden Arbeit wiesen die héheren WHO Grade deutlich mehr
proliferative Zellen auf, als Meningiome mit WHO Grad I. Beim Vergleich aller
WHO Grade mit der MIB-1 Expression zeigte sich eine schwache Signifikanz (p
= 0,0405), beim Vergleich der Mittelwerte der einzelnen WHO Grade
gegeneinander jedoch, waren die Ergebnisse nicht mehr signifikant. Der
Mittelwert fur WHO Grad | betrug 2,55 (95% CI: 1,40 bis 3,70), fir WHO Grad I
4,21 (95% CI: 2,11 bis 6,31) und fur den WHO Grad 11l betrug er 6,34 (95% CI:
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4,10 bis 8,52). Diese Ergebnisse sind mit den Erkenntnissen aus der Literatur,
die oben dargestellt wurden, gut vergleichbar.

Takeuchi et al. fanden eine statistisch signifikante Bedeutung der Ki-67
Expression fur das Rezidivrisiko von benignen Meningeomen, wobei sie bei
einem Proliferationsindex uber 2 % eine postoperative Strahlentherapie
empfehlen [Takeuchi et al. 1997]. Ein MIB-1 Index = 4,2% korrelierte stark mit
einem abnehmenden Rezidivfreien Uberleben [Perry et al. 1998]. Moeller et al.
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen rezidivierenden
und nicht rezidivierenden Meningeomen beobachten, und messen daher Ki-67
in der Praxis einen geringen Stellenwert bei der prognostischen Aussage von
Rezidiven bei Meningeomen zu [Moeller et al. 1997]. Vankalakunti et al.
untersuchten 25 benigne rezidivfreie Meningeome und 15 benigne Rezidive.
Der MIB-1 Index der rezidivfreien betrug 2.66 = 1.7% war signifikant niedriger
als der der Rezidive 4.21 + 2.78% (p = 0,0339) [Vankalakunti et al. 2007].
Neben der Rezidivhaufigkeit wird die Ki-67 Expression von einzelnen Autoren
auch fir das Uberleben relevant angesehen [Bruna et al. 2007]. In statistischen
Analysen fanden Perry et al. eine prognostische Bedeutung fur Ki-67 [Perry et
al. 1999].

In unserer Arbeit zeigte sich, dass die MIB-1 Expression mit der Anzahl der
Rezidive signifikant steigt (p = 0,0216). Im Vergleich zwischen Tumoren mit und
Tumoren ohne Rezidiv, zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der MIB-1
Expression bei Tumoren mit Rezidiven, die aber nicht signifikant war (p =
0,5199). Bei Tumoren ohne Rezidiv lag der Mittelwert der MIB-1 Expression bei
2,83 (95% CI: 0,44 bis 5,22), bei Tumoren mit Rezidiv lag der Mittelwert bei
3,82 (95% CI: 1,82 bis 5,83). Weder eine Korrelation des MIB-1 mit dem Alter
(p = 0,9534) noch mit einer Hirninfiltration (p = 0,7264) wurden in unseren
Untersuchungen gesehen. Somit ist invasives Verhalten nicht durch die

proliferative Aktivitat des Tumors mitbestimmt.

Hohere MIB-1 Werte bei Meningeomen korrelieren demnach mit einem
groReren Risiko fur das Auftreten eines Rezidivs, wenngleich die Levels und
verwendeten Z&ahltechniken zwischen den verschiedenen Studien betrachtlich

variieren, [Louis et al. 2000], so dass Absolutwerte nur eine bedingte
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Aussagekraft aufweisen und in den einzelnen Einrichtungen individuell ermittelt
werden mussen.

Die Proliferationsrate hat allerdings bisher keinen Einfluss auf die WHO
Gradierung, da die Streubreite der verschiedenen Arbeiten zu grof3 ist.
Farbeergebnisse kdénnen von Institut zu Institut stark abweichen, da schon
geringe Veradnderungen der Vorbehandlungszeit in der Immunhistochemischen
Farbung die Zahl der MIB-1 positiven Kerne variieren lasst. Deshalb ist bisher
die zusatzliche Information des MIB-1 Wertes als gering einzustufen, wird
jedoch in der Klinik im Zusammenhang mit Kontrolluntersuchungen bzw. vom

Pathologen zur visuellen Bestéatigung der histologischen Beurteilung eingesetzt.

Die signifikant haufigere Expression des PgR in Meningeomen des WHO
Grades | verglichen mit dem WHO Grad lll, als auch die starkere Expression
von MIB-1 in hohergradigen Meningeomen decken sich mit den Ergebnissen
der Literatur, wie oben dargestellt. Dies weist darauf hin, dass sich mit den in
dieser Arbeit verwendeten Tumorproben valide und reliable Ergebnisse erzielen
lassen und es lasst sich weiter die Schlussfolgerung daraus ableiten, dass die
neu gewonnenen Ergebnisse unserer Arbeit beziglich des Epo-Rezeptors (fur
die noch keine vergleichende Daten vorliegen) auch auf gro3ere

Tumorkollektive Ubertragbar sind.

h. Erythropoietinrezeptor

Obwohl 25 bis 30 % aller primaren intrakraniellen Tumore zu den Meningeomen
gehoren [CBTRUS, 2007], gibt es bis jetzt keine Daten tber die Expression des
EpoR in Meningeomen. Wissenschaftliche Arbeiten zur Expression des
Erythropoietinrezeptors in Meningeomen sind bislang auf einzelne Fallstudien
beschrankt. Bruneval et al. entdeckten bei einem meningeotheliomathdsen
Meningeom, dass Epo von den Tumorzellen selbst produziert wird, wahrend
das Bindegewebe negativ blieb. Verwendet wurde eine Northern Blot Analyse
mit Epo mRNA [Bruneval et al. 1993]. Einige wenige Falle sind beschrieben, in
denen Meningeome mit einer Erythrozythose assoziiert sind. Saint-Jean et al.
wiesen dabei eine erhéhte Epo-Produktion in kultivierten Zellen des Tumors
nach [Toyama et al. 1975, Saint-Jean et al. 1985, Sciborski et al. 1989].
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Diese Erkenntnisse machen den EpoR auch fur die neuropathologische
Tumorforschung interessant. Informationen zu Expression des
Erytrhopoetinrezeptors in vielen Neoplasien fehlen jedoch derzeit noch. So
wurde In Meningeomen bisher weder in vitro, noch in vivo das Auftreten und die

Bedeutung des EpoR untersucht.

Immunhistochemische Untersuchung des EpoR

In dieser Arbeit wurden erstmalig in vivo 94 Meningeome unterschiedlicher
Dignitaten (WHO Grade | bis Ill), darunter Meningeome mit und ohne
Hirninfiltrationen und Meningeome mit bekannten Tumorrezidiven auf ihre
Expression des EpoR untersucht.

Immunhistochemisch zeigte sich in allen Meningeomen eine deutliche
Expression des EpoR von unterschiedlicher Intensitat. Vollstandig negative
Falle, d.h. ein Fehlen einer EpoR Expression wurden nicht beobachtet.
Kollagenes Bindegewebe innerhalb des Tumors oder der Dura mater wurde
ebenso wie GefalRendothelien nicht mit angefarbt, was fir eine Spezifitat der
verwendeten EpoR-Antikérper spricht. Auch lasst sich daraus ableiten, dass
das Vorhandensein des EpoR auf ZNS Gewebe und die Tumorzellen

beschrankt ist und von diesen aktiv generiert wird.

Die statistische Auswertung der ermittelten Expressionswerte zeigte eine
signifikante negative Korrelation zwischen der EpoR Expression und Tumoren
mit Rezidiv (p = 0,0178). Rezidivierende Tumore exprimierten den EpoR
signifikant schwacher. Auch zwischen der Anzahl der Rezidive und der EpoR
Expression wurde eine signifikante negative Korrelation beobachtet (p =
0,0123) je haufiger ein Tumor- Rezidiv vorkam, desto schwacher wurde der
EpoR exprimiert. Somit kdnnte eine verminderte EpoR Expression ein Indiz
dafir darstellen, dass die Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv in diesem Fall
hoher einzustufen ist. Dass der EpoR sowohl in Meningeomen mit Rezidiv als
auch mit steigender Anzahl von Rezidiven herunterreguliert wird, war zum Teil
Uberraschend, da rhEpo in vitro flr eine gesteigerte zellulare Resistenz gegen
Bestrahlung und Chemotherapie verantwortlich gemacht wird [Santucci et al.
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1994, Belenkov et al. 2004]. Mdglicherweise stellen diese Ergebnisse das in
vivo Verhalten nicht gut genug dar oder zeigen ein gewebeabhangiges
Expressionsverhalten des EpoR. Darauf deuten unterschiedliche Ergebnisse in
verschiedenen Tumorstudien zu EpoR hin. In Brustkrebs auslosenden Zellen
wurde beobachtet, dass Epo- EpoR vermittelte Effekte das Tumorwachstum
steigern [Phillips et al. 2007]. Ahnliches gilt fir Kopf- Hals Tumoren. Obwohl
statistisch nicht signifikant, war das Ergebnis in einer Placebo kontrollierten
Gruppe abhangig vom Status der EpoR Expression und wurde von den Autoren
auf unterschiedliche endogene Epo Level zurlickgefiihrt [Henke et al. 2006].
Sartelet et al. zeigten in einer immunhistochemischen Untersuchung, dass eine
starkere EpoR Expression in Neuroblastomen mit einem signifikant besseren
Gesamtuberleben korreliert (p = 0,03), sie konnten aber ebensowenig eine
Korrelation zwischen der EpoR Expression und dem WHO Tumor Grad finden,
wie es auch in der aktuellen Arbeit beobachtet wurde Arbeit [Sartelet et al.
2007]. Auch papillare Schilddrisenkarzinome die den EpoR exprimierten waren
mit einem besseren Ergebnis assoziert, sie hatten seltener Rezidive (p = 0.029)
[Eccles et al. 2003]. In unserer Arbeit zeigte sich weder eine Korrelation
zwischen den WHO Tumorgraden und der EpoR Expression noch zwischen der
EpoR Expression und einer Hirnifiltration (p = 0,3722). Die Expression des
EpoR in Meningeomen war kein prognostisch positiver oder negativer Marker.
Auch andere

Arbeiten die den EpoR in intracraniellen Tumoren untersuchten, wie die oben
dargestellte von Sartelet et al., kamen zu dem Schluss, dass die Expression
des EpoR in Neoplasien keine negativen Auswirkungen hat. In humanen
Gliomen wurde beobachtet, dass die EpoR Expression mit starkerer Malignitat
mit zunehmendem WHO Grad signifikant abfallt (p = 0,0417) und gleichzeitig
positiv mit der Uberlebenszeit der Patienten korreliert [Mittelbronn et al. 2007].
Daher ist das Gesamtiiberleben, das rezidivfreie Uberleben und die Expression
des EpoR gewebeabhangig und sollte fur jeden Tumor individuell betrachtet

werden.

Das Alter der Patienten und die EpoR Expression zeigten in dieser Arbeit keine
Korrelation (p = 0,95). Obwohl Meningeome bei Frauen haufiger vorkommen
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[Perry et al. 2007], ergab sich ebensowenig eine Korrelation zwischen der EpoR
Expression und dem Geschlecht (p = 0,3712). Der Mittelwert des EpoR der
mannlichen Patienten betrug 2,10 (95% CI. 1,91 - 2,27). Bei den weiblichen
Patienten betrug der Mittelwert 1,98 (95% CI: 1,83 - 2,13).

Untersuchung des EpoR mittels Western Blot

Um mit einer zusatzlichen Methode den EpoR auf Proteinebene nachzuweisen,
wurde von 9 Meningeom-Tumorporoben ein Western Blot durchgefihrt. Alle
untersuchten Proben zeigten eine deutliche Bande um 60 kDa. Die Expression
in den Meningeomproben war schwacher im Vergleich zu einem Wilms Tumor,
der als Positivkontrolle gewahlt wurde, da der EpoR dort stark exprimiert wird
[Batra et al. 2003, Kirschner et al.2008]. Da die Fragestellung hierbei nur auf die
Bestatigung der Expression an sich gezielt war, wurde hierzu keine statistische

Auswertung durchgefuhrt.

Untersuchung des EpoR mittels PCR

Von EpoR sind derzeit 3 Isoformen bekannt. Die Full-length Form EpoR-F, die
soluble Form EpoR-S und die truncated Form EpoR-T. Nach bisherigen
Erkenntnissen ist EpoR-T die haufigste Form bei frihen erythroiden
Vorlauferzellen, ihr fehlt der cytoplasmatische Rest. Die Isoformen EpoR-S und
EpoR-T sind die im Knochenmark vorherrschenden Formen. Die soluble
Isoform EpoR-S wird sezerniert und ist auf der Zelloberflache lokalisiert. Die
Isoform EpoR-F ist auf Epo-abh&ngigen erythroleukemischen Zellen und in
spaten erythroiden Vorlauferzellen die vorherrschende Form [Nakamura et al.
1992, Boeckmann et al. 2003].

In unserer Arbeit konnten wir in Meningeomen mittels konventioneller PCR eine
Expression von allen drei Isoformen des EpoR, EpoR-F, EpoR-T und EpoR-S
beobachten. Dabei sahen wir prominente Banden bei 103 Basenpaaren fur den
EpoR-F. Ebenso beobachteten bei 163 Basenpaaren wir starke Banden flr die
truncated Form EpoR-T, wahrend die Tranksiptionsprodukte fir den EpoR-S
nur in zwei der sechs untersuchten Meningeome starke Banden zeigten. Die

Banden erschienen bei 104 Basenpaaren als gesplicte Isoform ohne Intron 4
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und zusatzlich wurde eine weitere Bande bei 482 Basenpaaren beobachtet, der
Isoform mit Intron 4 entsprechend. Diese Ergebnisse passen zu der
vornehmlich cytoplasmatischen und membrandsen immunhistochemischen
Lokalistion des Proteins.

Die Ergebnisse der RT-PCR bestatigten die Reliabilitat und die Validitat der
immunhistochemischen Ergebnisse. Sowohl der EpoR-F als auch der EpoR-T
enthielten den extrazellularen Bereich, an den der Antikérper der in der
Immunhistochemie und im Immunoblot verwendet wurde bindet [Nakamura et
al. 1992].

Es wurde berichtet dass der soluble EpoR-S mit EpoR-F um Epo konkurrieren
kann [Sakanaka et al. 1998]. Da wir EpoR-S Transkripte in Meningeomem
mittels RT-PCR nachweisen konnten, kann spekulieret werden, dass der EpoR-
S zu einer Tumor assozierten Anamie beitragen konnte, die manchmal bei
Patienten mit Meningeomen vorkommt., v.a. in Fallen mit Chordoiden Tumoren
[Couce et al. 2000]. Ein sezernierter EpoR-S konnte prinzipiell Epo binden und
somit regulierend in den Erythropoietinspiegel eingreifen, indem das EpoR-S-

gebundene Epo nicht mehr fir den Blutkreislauf zur Verfiigung steht.

Auch andere Autoren dachten Uber die Auswirkungen des EpoR-S nach, so
wéare es nach anderen Meinungen mdglich, dass der soluble EpoR die
Auswirkungen von exogenem recombinanten humanen Epo beeinflusst
[Arcasoy et al. 2003]. Die Injektion von solublem EpoR hemmt die Angiogenese
und mindert das Tumorwachstum [Hardee et al. 2007]. Bei Versuchen mit
Gehirnen von Mausen zeigte sich, dass der EpoR-S nach dreitagiger
chronischer Hypoxie zu 62% herunterreguliert wird. Eine Infusion mit EpoR-S
wahrend der Hypoxie reduzierte die Konzentration von Epo im Gehirn [Soliz et
al. 2007]. In einer Arbeit wurde beobachtet, dass die EpoR Expression in
Lymphknotenmetastasen hoher war als in primar Tumoren [Sartelet et al. 2007].
Hier ware zu Uberlegen, ob hierbei der vom Primartumor sezernierte EpoR-S

eine Rolle spielen kdnnte.
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Daraus ergeben sich interessanten Fragestellungen fir nachfolgende
Untersuchungen: Ist der EpoR-S im Serum vermehrt bei Patienten mit Anamie
und lie3e sich durch spezifische Rezeptorblockade des EpoR-S ein Riuckgang
einer Tumoranamie beobachten?

Desweiteren muss Uberlegt werden, in welchen Fallen EpoR-S hoch bzw.
herunterreguliert wird. EpoR-S kénnte vom Korper bei zuviel zirkulierendem
Epo, sei es korpereigen oder exogen zugefuhrt, als Regulationsmechanismus
hochreguliert werde. Dies wére in einer klinischen Studie zu untersuchen bei
einem Patientenkollektiv unter Epo Substition.

Moglicherweise regulieren Erythrozytose assoziierte Tumore, wie das
Meningeom, auch den EpoR-S hoch, um vor Uberschiessender Erythrozytose

Zu schutzen.

In zukinftigen Arbeiten an Meningeom-Zellkulturen oder Tiermodellen ware es
daher interessant, zu untersuchen in wie weit exogen zugefihrtes Epo mit allen
drei Isoformen reagiert und wie der Einfluss des exogen zugefihrten Epo auf
das Expressionsmuster des Tumors ist. Das exogenen zugefiihrte Epo konnte,
neben der folgenden gesteigerten Erythrozytose, vom solublen EpoR-S
abgefangen werden und somit zum gewinschten Rickgang einer Anamie
fuhren. Gleichzeitig kdnnte das exogene Epo an dem lokal exprimierten,
zellularen EpoR-F oder EpoR-T wirken und dort eine Wirkung zeigen.

Nach Versuchen mit erythroiden Progenitor Zellen wurde postuliert, dass
Apoptose durch ein Aminosaurereste- vermitteltes Signal inhibiert werden
kénnte. Diese Aminosaurereste kommen in der cytoplasmatischen Region, die
in der Isoform EpoR-F vorhanden ist vor, wahrend sie in der EpoR-T Variante
fehlen. Dort kann die Apoptose normal ablaufen [Nakamura et al. 1992]. Da
Meningeome ohne Rezidiv in unserer Arbeit den EpoR starker exprimieren,
konnte dies auch durch eine apoptotische, protektive Funktion des EpoR-T
bedingt sein. Dafir mussten in folgenden Untersuchungen die Mengen der
vorhandenen Isoformen z.B. mittels einer RT-PCR verglichen werden, um
herauszufinden, welche Anteile Uberwiegen und die Funktionalitat der drei

Isoformen untersucht werden.
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Prognostische Relevanz der gewonnen Ergebnisse und Bedeutung
fur die Klinik

Derzeit ist der Einfluld von erythropoietinhaltigen Arzneimittteln auf
verschiedene  Neoplasien Gegenstand der Forschung und der
wissenschaftlichen Diskussion. Mehrere Studien fassten kirzlich die bisherigen
Ergebnisse zur Gabe von rekombinanten Epo bei Tumoranamie zusammen:
Einerseits verbessert sich dadurch eine Tumor-, Chemo- bzw. Radiotherapie-
assozierte Anamie und es werden seltener Bluttransfusionen mit all ihren
potentiellen Risiken gebraucht. Die Lebensqualitdt verbesserte sich und
Uberlebenszeiten verlangerten sich, Patienten mit hohen Hamoglobinwerten
und einer Radiotherapie haben eine verbesserte Uberlebensprognose. Ebenso
wurden verbesserte immunologische Funktionen unter einer Epotherapie
beobachtet. Andererseits wurden bei Brustkrebspatientinnen unter Epo-
Behandlung hoéhere Mortalitdtsraten beobachtet. Studien diskutierten eine
Tumorzell- proliferative, eine anti-apoptotische und eine stimulierende Wirkung
auf die Invasion von Tumorzellen durch Epo. Auch das Risiko fur
thrombembolische Ereignisse stieg unter einer Epo Behandlung [Guan et al.
2008, Melosky 2008]. Mehrere klinische Studien mit recombinantem humanen
Erythropoietin (rhEpo) beobachteten auch eine gesteigerte
Tumormortalitéatsrate- und Tumorprogression [Leyland-Jones et al. 2005, Wright
et al. 2007, Smith et al. 2008]. Offenbar kbnnen medikamentos induzierte Hb-
Werte Uber 12 g/dl bei Malignompatienten das Tumorwachstum férdern. Da
einige Studien auf ein erhéhtes Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse, sowie auf
ein erhOhtes Mortalitatsrisiko bei Patienten mit einer Niereninsuffizienz
hinweisen, wird es fur erythropoietinhaltige Arzneimitttel zukinftig zusatzliche
Warnhinweise geben [Siegmund-Schultze, 2007]. Sartelet et al. untersuchten in
Neuroblastomen das Expressionsverhalten zwischen Epo und dem EpoR und
fanden dabei keine signifikante Korrelation. Die Gabe von Epo verdnderte in
threr in vitro Untersuchung mit Zellkulturen die Proliferation nicht, es kam zu
keiner Tumorproliferation durch Gabe von Epo. Daraus wurde geschluf3folgert,
dass Epo und der EpoR madglicherweise eine Rolle in der Tumor

Differenzierung spielen konne, aber nicht fur die Proliferation von



DISKUSSION - 76 -

neuroblastischen Tumorzellen verantwortlich ist [Sartelet et al. 2007]. Auch
andere Studien zeigten, dass exogenes Epo keine proliferativen Effekte auf
EpoR positive Tumorzell-Linien hat [Westphal et al. 2002, Berdel et al. 1991].
Fur einen protektiven Effekt von Epo spricht weiterhin, dass Epo tber den EpoR
vermittelten Weg die Bluthirnschranke gegen eine durch VEGF (vascular
endothelial growth factor) induzierte Permeabilitdt schitzt und Zellverbindungen

wiederherstellt [Martinez-Estrada et al. 2003].

Fur die Ergebnisse unserer Arbeit ergibt sich nun die neue Fragestellung, ob
oder wie die Gabe von Epo das Expressionsmuster des EpoR veréandert, da
dies die Indikationsstellung fir die Epo-Gabe beeinflussen koénnte. Ggf.
missten dann bei Patienten mit Meningeomen die Uberwachung und die
klinische Nachsorge mittels regelmaldigen bildgebenden Kontrollen und
Kontrollen auch der Blutwerte, des Hamoglobinwertes und des Hamatokrits

modifiziert werden.

Der EpoR-S konnte fur eine Tumoranamie mitverantwortlich sein. Deshalb
sollte untersucht werden, welche Rolle der EpoR-S in Meningeomen,
wenngleich hier die Tumoranamie eine untergeordnete Rolle hat und in anderen
Tumoren bezlglich der Entstehung einer Tumoranamie spielt. Ein sehr starkes

Auftreten kdnnte fir ein schlechteres Outcome mitverantwortlich sein.

Bezlglich der Abschéatzung des Rezidivrisikos von Meningeomen und dem
Einfluss der EpoR Expression waren weitere Studien winschenswert, um zu
sehen ob sich die Ergebnisse dieser Arbeit wiederholen lassen und das EpoR
Expressionsverhalten mit in die Prognosediagnostik mit einflieRen sollte.
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4. Zusammenfassung

Meningeome gehodren mit 24 bis 30% zu den haufigsten priméren
intrakraniellen Tumoren. Sie sind Uberwiegend langsam wachsende, zumeist
benigne Tumoren, die von den Deckzellen der Arachnoidea ausgehen. Die
WHO Klassifikation teilt sie in WHO Grad | bis Il ein. Rezidive bei
Meningeomen kommen relativ haufig vor, die Rezidivrate von benignen
Meningeomen liegt bei 7 bis 20 %, die von atypischen bei 29 bis 40 % und die
von anaplastischen sogar bei 50 bis 78 %.

Daher ist es von Interesse, potentielle prognostische rezeptorassozierte
Faktoren zu untersuchen, um bessere Vorhersagen uber das Rezidivverhalten
zu ermoglichen. Eventuell sind solche Faktoren auch therapeutisch nutzbar. In
den vergangenen Jahren wurde der EpoR in verschiedenen tumordsen
Geweben nachgewiesen, in Meningeomen wurde der EpoR bisher nicht
analysiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde der EpoR mittels Immunhistochemie in 94
Meningeomen untersucht. Bei der Auswahl wurden die Alters-, die Geschlechts-
und die Verteilung nach den WHO-Graden nach WHO Statistiken
berticksichtigt. Die Untersuchungen zeigten erstmalig die Expression des EpoR
auf Meningeomen. Auf Proteinebene wurde das Vorkommen des EpoR mit
einem Western Blot exemplarisch bestatigt. Molekulargenetisch wurden die drei
bisher bekannten Isoformen des EpoR, die vollstandige Form EpoR-F, die
gekirzte (,truncated”) Form EpoR-T und die I6sliche (,soluble®) Form EpoR-S
mittels konventioneller RT- PCR nachgewiesen. Wéahrend EpoR-F und der
EpoR-T in allen Tumoren nachweisbar war, scheint EpoR-S nur in einzelnen

Tumorproben vorhanden zu sein.

Die statistische Auswertung zeigte erstmalig, dass die Expression des EpoR in
Meningeomen mit Rezidiven signifikant herunterreguliert ist (p=0,0168), d.h.
rezidivierende Tumore exprimierten den EpoR weniger stark. Auch zwischen
der Anzahl der Rezidive und der EpoR Expression wurde eine signifikante
negative Korrelation beobachtet (p=0,0123). Je haufiger ein Tumor rezidivierte,
desto schwacher wurde der EpoR exprimiert. Daher ware es interessant zu
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untersuchen, ob die Bestimmung des EpoR als sinnvoller Parameter bei der
Abschatzung fur die Wahrscheinlichkeit von Rezidiven bei Meningeomen
gewertet werden konnte.

Zwischen dem Expressionsverhalten des EpoR, dem Alter, dem Geschlecht,
dem WHO Grad und einer Hirninfiltration konnte kein statistisch signifikanter

Zusammenhang gefunden werden.

Die Rollen der verschiedenen Isoformen des EpoR sind unklar. Mdglicherweise
hat der soluble EpoR-S eine Funktion in der Entwicklung einer Tumor-
assoziierten Anamie inne. Er kdnnte sezerniert werden und somit Erythropoietin
in der Blutbahn abfangen. Dafiir misste der EpoR-S in Kulturiiberstanden
bestimmt und die Verhdltnisse der einzelnen Isoformen zueinander mussten

untersucht werden.
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5. Anhang

Tabelle 1: Patientennummer, Geschlecht, Alter, WHO Grad, Hirninfiltration (O:

ohne, 1: mit), EpoR Scores der zwei Untersucher und MeanScore.

MeanScore

1,5

15

2,5

1,5

2,5
15
2,5
2,5

2,5
2,5

1,5

EpoR Score

EpoR Score
Untersucher 1 |Untersucher 2

Hirninf

WHO
Grad

Alter

55
63
30
47

63
53
35
51

60
44

61

19
36

74
59
51

60
65
43

66
45

56

45

49

64
65
74
56

58
33
69
82

54
62
44
57

58
38
38

66
20
67
84

77
56

Geschl.

Nr.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35

36

37

38
39
40

41

42

43

44
45
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MeanScore

2,5
15
2,5

2,5
1,5
2,5

2,5
2,5
2,5

15
1,5

2,5

1,5
2,5

15
2,5

1,5

2,5
2,5

1,5

EpoR Score

EpoR Score
Untersucher 1 |Untersucher 2

Hirninf

K.A.
k.A.

WHO
Grad

Alter

34
65
60
62
77
52

55
65
63
33
59
53
42

36

67

71

78
49

53
44

68
69
80

74
74
74
85

59

14
76
64
76
36

68
66
76
78
57

64
64
17
70
69
62
78
69
46

53
52

Geschl.

Nr.

46

47

48

49

50
51

52

53
54
55
56

57

58
59
60
61

62
63
64
65
66
67

68
69
70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82

83
84

85

86

87

88
89
90
91

92

93
94
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Tabelle 2: Patientennummer, Geschlecht, Alter zum Zeitpunkt der Operation,
WHO Grad, prozentualer Anteil PgR- und MIB-1-positiver Tumorzellen.

Nr. Geschl. Alter WHO Grad PgR (%) MIB-1 (%)
1 m 55 1 66 1
2 w 63 1 45 3
3 w 30 1 15 0
4 m 47 1 0 4
5 m 63 1 14 8
6 m 53 1 0 4
7 w 35 1 0 5
8 m 51 1 14 17
9 w 60 1 0 1
10 w 44 1 14 11
12 W 19 1 1 1
16 w 51 1 k.A. 1
17 m 60 1 1 0
18 m 65 1 60 0
19 w 43 1 52 1
20 m 66 1 5 4
23 m 45 1 0 0
24 w 49 1 1 2
25 w 64 1 0 6
26 m 65 1 33 0
27 m 74 1 0 6
28 w 56 1 0 9
29 m 58 1 0 0
30 w 33 1 0 0
31 w 69 1 79 3
34 w 62 1 0 0
36 w 57 1 33 6
39 w 38 1 42 2
41 w 20 2 0 7
42 w 67 1 0 2
43 w 84 2 9 3
44 w 77 1 36 2
45 w 56 1 k.A. 0
46 w 34 1 0 5
47 w 65 1 50 1
48 w 60 1 74 1
49 m 62 1 13 1
50 m 77 1 21 3
51 m 52 1 27 1
52 w 55 1 0 1
53 m 65 2 0 3
54 w 63 2 58 4
55 m 33 1 0 2
56 w 59 1 5 2
57 m 53 2 0 7
58 w 42 2 0 9
59 m 36 2 4 4
60 m 67 1 k.A. 1
61 w 71 1 5 k.A.
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Nr. Geschl. Alter WHO Grad PgR (%) MIB-1 (%)
62 m 78 1 30 k.A.
63 m 49 1 40 1
64 m 53 1 40 2
65 w 44 1 100 k.A.
66 w 68 1 15 k.A.
68 W 80 1 0 0
70 W 74 1 52 0
71 w 74 1 24 0
72 w 85 1 0 0
73 w 59 2 5 15
74 w 14 2 5 3,5
76 W 64 2 10 1
77 W 76 2 0 2
79 m 68 2 0 0
80 w 66 2 40 7
81 w 76 2 0 7
82 m 78 3 0 10
83 W 57 3 17 0
84 m 64 3 0 10
85 m 64 3 0 0
86 m 17 3 55 4
87 m 70 3 0 0
88 m 69 3 0 8
89 m 62 3 0 15
90 W 78 3 0 3
91 m 69 3 0 20
92 m 46 3 0 0
93 w 53 3 0 9
94 w 52 3 10 3,5
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Tabelle 3: Prozentsatz MIB-1 positiver Tumorzellen

Nr. Gesichtsfeld 1| Gesichtsfeld 2 | Gesichtsfeld 3 MIB-1
2 2 5 1 3
3 0 0 0 0
4 4 7 0 4
5 8 10 5 8
6 7 0 4 4
7 8 0 7 5
8 8 16 27 17
10 13 8 11 11
20 8 0 5 4
23 0 0 0 0
24 3 0 2 2
25 0 10 9 6
27 45 9 35 6
28 9 6 11 9
29 0 1 0 0
30 0 0 0 0
31 3 4 1 3
34 0 0 0 0
36 9 8 1 6
39 3 2 1 2
41 8,5 7 5 7
42 1,3 2 2 2
43 2,8 25 3,2 3
44 0,87 1,5 2,8 2
45 0 0 0 0
46 3,5 10,7 1,1 5
47 25 1,7 0 1
48 1 1 1 1
49 1,2 1,2 1,5 1
50 2 45 2 3
51 2 0 0 1
52 1,8 1,5 0 1
53 5 25 1,1 3
54 43 55 2 4
55 1,4 1,7 1,5 2
56 2 3,5 0 2
57 55 51 10 7
58 7 12 9,3 9
59 41 6,1 1,1 4
68 0 0 0 0
70 0 0 0 0
71 1 0 0 0
72 0 0 0 0
76 2 0 1 1
77 3,6 1,3 0 2
79 0 0 0 0
83 0 0 0 0
84 11 8 10,8 10
85 0 0 0 0
86 6 2 5 4
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Nr. Gesichtsfeld 1| Gesichtsfeld 2 | Gesichtsfeld 3 MIB-1
87 0 0 0 0
88 10 13 2 8
90 8 0 0,5 3
92 0 0 0 0
93 8,6 10,5 9 9

Tabelle 4: Prozentsatz PgR positiver Tumorzellen
Nr. Gesichtsfeld 1| Gesichtsfeld 2 | Gesichtsfeld 3 PgR
1 70 79 51 66
2 41 58 37 45
3 34 12 0 15
4 0 0 0 0
5 31 7 5 14
6 0 0 0 0
8 15 24 3 14
10 24 16 2 14
18 75 40 64 60
19 50 54 53 52
20 14 0 1 5
23 0 0 0 0
25 0 0 0 0
26 38 18 43 33
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0
30 0 0 0 0
31 77 78 81 79
36 21 56 23 33
39 58 24 43 42
41 0 0 0 0
42 0 0 0 0
43 13,3 2,5 11,8 9
44 36 53 18 36
46 0 0 0 0
47 59 43 50 50
48 55 82 85 74
49 11,1 16 13 13
50 30 7,5 25 21
51 12,1 33,3 34,3 27
52 0 0 0 0
53 0 0 0 0
54 66,6 57,4 50 58
55 0 0 0 0
57 0 0 0 0
58 0 0 0 0
59 2,8 8,9 0 4
68 0 0 0 0
70 51,6 70,1 34,1 52
71 36 23 13 24
72 0 0 0 0
82 0 0 0 0
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Nr. Gesichtsfeld 1| Gesichtsfeld 2 | Gesichtsfeld 3 PgR
83 52 0 0 17
84 0 0 0 0
85 0 0 0 0
86 16,3 0 0 55
87 0,5 0 0 0
88 0 0 0,5 0
89 0 0 0 0
90 0 0 0 0
92 0 0 0 0
93 0 0 0 0
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Tabelle 5: Patienennummer, WHO Tumor Grad, EpoR Score, Rezidiv (0: Kein
Rezidiv, 1: Rezidiv), Rezidivanzahl.

Nr. WHO Grad EpoR Rezidiv | Rezidiv-Anzahl
MeanScore
1 1 1,5 1 1
2 1 1 1 1
3 1 1 1 3
4 1 1 1 2
5 1 1,5 1 1
6 1 2 1 3
7 1 2 1 1
8 1 2,5 1 4
9 1 1 1 2
10 1 2 1 1
11 1 2 1 1
12 1 2 1 1
13 1 2 1 1
14 1 2 1 1
15 1 3 1 1
16 1 2 1 1
17 1 2 1 1
18 1 2 1 1
19 1 1,5 1 1
20 1 1 1 1
21 1 2 0 0
22 1 2 0 0
23 1 3 0 0
24 1 2 0 0
25 1 2 0 0
26 1 3 0 0
27 1 2,5 0 0
28 1 1,5 0 0
29 1 2,5 0 0
30 1 2,5 0 0
31 1 2 0 0
32 1 2,5 0 0
33 1 2,5 0 0
34 1 2 0 0
35 1 2 0 0
36 1 2 0 0
37 1 2 0 0
38 1 2 0 0
39 1 3 0 0
40 1 1 0 0
59 2 2,5 1 1
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Tabelle 6: Meningeome und Wilms Tumor (Positivkontrolle) die fir den Western
Blot verwendet wurden.

Nr. | Konz. | Menge |WHO |Hirninf Rezidiv Geschl Alter Subtyp

Prot. |bendtigt |Grad

fur 20 pg

95 | 3,66 5,46 3 k.A. 1 m 49 Rhadoid
96 | 4,19 4,77 3 k.A. 0 m 51 Rhabdoid
97 | 2,24 8,91 1 k.A. 1 w 64 Angiomatots
98 | 4,43 4,52 1 0 0 w 41 | Meningeotheliomathds
99 | 5,11 3,91 2 1 0 m 54 Atypisch
100| 3,43 5,83 1 0 0 w 50 | Meningeotheliomathds
101| 5,95 3,36 1 k.A. k.A w 79 | Meningeotheliomathés
102 | 6,79 2,94 1 k.A. 0 w 72 | Meningeotheliomathés
103 | 4,13 4,85 1 k.A. 0 w 56 Angiomato6s
105| 1,78 11,24 Wilms Tumor

Tabelle 7. Meningeome die fur die konventionelle RT-PCR verwendet wurden

Nr. | cDNA ng/pl Ratio 260/280
97 55,1 1,97
100 57 1,74
101 316,4 1,93
103 136,5 1,92
104 248,5 1,9
102 177,8 1,94
Tabelle 8: Meningeome die fur die Real Time RT-PCR verwendet wurden
Nr. [ cDNA ng/ul Ratio
260/280
41 555,5 1
42 30,5 1,32
43 26,4 1,37
44 90,5 1,35
45 241 1,68
46 39,5 1,27
47 295 1,59
48 84,5 1,29
49 23,5 1,22
50 48,5 1,3
51 27,5 1,36
52 45 1,29
53 4325 1,05
54 48,8 1,34
55 30 1,32
56 29 1,32
57 70 1,37
58 79 1,3
59 575 1,04
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