Aus der Klinik fir Neurochirurgie
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, CampusKiel
(Direktor: Prof. Dr. med. H.M. Mehdorn)

EXPRESSION DER DNA- MISMATCH- REPARATUR-GENE
MLH1, MSH2 UND MSH6
IN INITIALEN GLIOBLASTOMEN UND —REZIDIVEN:
ASSOZIATION ZU PROLIFERATIONSINDEX
UND UBERLEBEN

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Medizinischen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
vorgelegt von

ALEXANDROS DOUKAS
aus Athen, Griechenland

Kiel, 2010



1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:
Tag der mindlichen
Prifung:

Zum Druck genehmigt, Kiel, den

gez.

Prof. Dr. med. AndreasStar

Prof. Dr. Dr. B. N. Kimmig

17.02.2012

17.02.2012

Prof. Dr. Dr. Cascorbi



Inhaltsverzeichnis

Kapitel

11

111
1.1.2
1.1.3
114
1.15
1.1.6
1.1.7
1.1.8
1.2

1.3

2.1
2.2
221
222
2.2.3
224

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3

3.24

Einleitung und Fragestellung

Das Glioblastom

Epidemiologie

Histopathologie & Einteilung nach der WHO-g3dikation
Priméare und sekundare Genese

Multizentrische und multifokale Glioblastome
Lokalisation, Symptomatik und Diagnostik

Operative Behandlung

Adjuvante Behandlung

Klinischer Verlauf bei Glioblastom-Patienten, Loledidive
Das DNA-Mismatch-Reparatur System (MMR)

Fragestellung

Material und Methoden

Patientenkollektiv

Immunhistochemische Untersuchungen
Hematoxylin-Eosin-Farbung

Farbung mit spezifischen Antikorpern gegen MLH1,H2und MSH6
Farbung mit MIB-1

Auswertung der Immunhistochemischen Farbungen

Ergebnisse

Klinische Charakteristika der 42 Patienten

Ergebnisse der Immunhistochemischen Farbungen

Expression von MLH1/MSH2/MSH6 in initialenrgas Rezidiv-Tumoren
Expression von Ki67 in initialen Tumoren Rezidiven

Korrelation zwischen der Expression von MLH1I/MSH&N6 und dem
Ki-67 Proliferationsindex (Ki67 PI)

Korrelation zwischen der MLH1/MSH2/MSH6 Expression

und der Uberlebenszeit

Seite

10
10
11

12
12
12

12

14

14

14



4. Diskussion

5. Zusammenfassung
6. Literaturverzeichnis
7. Anhang
Lebenslauf

Danksagung

17

25

27

35

37



1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Das Glioblastom
1.1.1 Epidemiologie

Das Glioblastom ist der haufigste und bdsartigsteelgene Tumor im Erwachsenenalter. Die
Inzidenz in Europa und den USA liegt bei ca. 3 p00.000 pro Jahr. Es kbnnen Patienten in
jedem Lebensalter erkranken, am héaufigsten sindoRen zwischen dem 50. und 70.
Lebensjahr betroffen. Der Tumor tritt bei Mannera fis 1,5-mal haufiger auf als bei Frauen
[Filippini et al., 2008; Louis et al., 2007; Lutbexch et al., 2003; Stark et al., 2005]. Die
Behandlung besteht in der moglichst vollstandigger@tion [Stummer et al., 2008] gefolgt
von adjuvanter Radio-/Chemotherapie mit Temozolorfiiemodaf) und Temozolomid-
Erhaltungstherapie. Das mittlere Uberleben betdaghit bis zu 14,6 Monate [Stupp et al.,
2005].

1.1.2 Histopathologie & Einteilung nach der WHO-Klassifikation

Das histologische Erscheinungsbild des Glioblastoists durch zahlreiche Mitosen,
Endothelproliferation, Zellreichtum, pleomorphe [Keine und Nekrosen gekennzeichnet.
Der Tumor fuhrt zu einer diffusen Durchsetzung dediegenden, gesunden Hirngewebes.
Eine mikroskopisch vollstandige Tumorentfernungtesthnisch bedingt nicht mdglich. Die
verbleibenden Zellen fihren nahezu unausweichlichakalreziven. Die Lokalrezidive sind
fur die kurze mediane Uberlebenszeit der Patien@mantwortlich. Nur etwa 2-3% der
Patienten sind Langzeitiiberlebende (beim Gliobfagdefiniert als 3-Jahres-Uberleben), eine
Heilung ist eine Raritat [Stark et al., 2005; Yakhet al., 2000].

Rudolf Virchow beschrieb das Glioblastom 1863 e&$thals hoch malignen astrozytaren
Tumor und bezeichnet ihn zunachst als ,Spongiobiast Dieser Name wurde 1926 durch
Bailey und Cushing in ,Glioblastoma multiforme* gekert. In der aktuellen Klassifikation
der Tumore des Nervensystems der World Health @Gsgaon (WHO) wird der Tumor mit
dem Grad IV bezeichnet. Die Einteilung der WHO tathsich dabei zum einen nach dem
Zellursprung und zum anderen nach der Dignitatztee¢ wird in vier Stufen eingeteilt:
WHO | = benigne, WHO II = semi-benigne, WHO llI emi-maligne, WHO IV = maligne

[Louis et al., 2007]. Zwei seltene Varianten de®kBastoms sind das Riesenzellglioblastom
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mit einem Anteil von 5% aller Glioblastome und dalsosarkom mit einem Anteil von 2%
[Kleihues et al., 1993; Louis et al., 2007]. Alsitgee Unterteilung der Glioblastome wurde in
der aktuellen Fassung der WHO-Klassifikation digddgruppe der kleinzelligen und die der

nicht-kleinzelligen Glioblastome eingefugt.

1.1.3 Primére und sekundéare Genese

Beim Glioblastom werden nach den UntersuchungenSairerer, 1940 eine primére und eine
sekundare Genese unterschieden. Primare Tumorstelest innerhalb von drei Monaten
ohne vorbekannte weniger maligne Vorstufen. Dagegertwickeln sich sekundéare
Glioblastome aus niedrig maligneren Vorstufen, vegend aus Astrozytomen WHO Grad Il
(diffuses Astrozytom) und Il (anaplastisches Agjtom). Ein prognostischer Unterschied
zwischen diesen beiden Entstehungsformen konniebigcht gezeigt werden [von Ammon
& Roelcke, 1994].

Diesen beiden Subformen konnen charakteristisclennwauch nicht pathognomonische
genetische Veradnderungen zugeordnet werden. Zumeghmerden neben morphologischen
und immunhistochemischen auch molekularbiologisBlaeameter zur Differenzierung mit
einbezogen. Primare Glioblastome sind durch Arkalifon oder Uberexpression im
Genlokus des ,Epidermal Growth Factor Receptor” KRB und des zellularen Onkogens
.Murine Double Minute* 2 (MDM2) gekennzeichnet. Sekundare Glioblastome sarei
dagegen haufig Mutationen im Tumorsuppressorgen &83 Ferner ist ein Verlust der
Heterogenitat fur das Chromosom 19q typisch [Fites8ranger et al., 2008]. Shukla und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass der Verlust ddrro@osomen 1p und 19q fur
oligodendrogliale Tumoren typisch ist und mit deodghose korreliert [Shukla et al., 2009;
Molinari et al., 2010].

1.1.4 Multizentrische und multifokale Glioblastome

Das Glioblastom kann simultan an mehreren Stetieiiehirn auftreten. Nach Batzdorf und
Malamud, 1963 werden dabei als weitere Unterteilamgjtifokale von multizentrischen

Tumoren unterschieden. Multifokale Tumore entstetterch Ausbreitung der Tumorzellen
Uber vorhandene anatomische Strukturen, wie z.Br @erpus callosum, dem Fornix oder
der Capsula interna. Im Gegensatz dazu sind mattizehe Glioblastome getrennte Lasionen

in unterschiedlichen Hirnlappen oder —hemisphareie, 0.g. Ausbreitungswegen nicht
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zugeordnet werden konnen. Multifokale und multiseohe Glioblastome kdnnen leicht als
Hirnmetastasen fehlinterpretiert werden [Salvatalet 2003]. Bei Patienten ohne bekannten
Primartumor ist immer eine histologische Sicheramgustreben, sofern der Zustand des

Patienten es erlaubt.

1.1.5 Lokalisation, Symptomatik und Diagnostik

Die meisten Glioblastome finden sich supratentbrighbei sind zumeist der Temporal- und
der Frontallappen betroffen. Haufig sind bereitgidh mehrere Hirnlappen beteiligt. Die
Lokalisation im Gehirn bedingt wesentlich die Syowpatik. Die haufigsten Symptome sind:
Hemiparese, neuropsychologische Veranderungen (Badsstorungen, Konzentrations-
stérungen), Sprachstérungen, Anzeichen erhdhteaknatniellen Druckes (Kopfschmerzen,
Ubelkeit, Erbrechen) und Krampfanfélle [Stark ef 2005].

Die Diagnostik der Wahl ist die Magnetresonanztorapgie (MRT) vor und nach
Gadolinium-Kontrastmittelgabe. Dabei imponiert @zd®blastom charakteristischerweise als
ringférmig Kontrastmittel anreichernder Prozess. Rahmen der Notfallversorgung wird
haufig zunachst eine cranielle Computer-Tomograghiechgefihrt und dann durch eine
MRT komplettiert. Differentialdiagnostisch sind eiHirnabszess und eine Metastase
abzugrenzen.

Weitere, funktionelle Untersuchungen erfolgen ggftsprechend der Lage des Tumors: bei
topographischer Nahe zum motorischen Cortex und/oden Sprachzentren
(Sprachverstandnis und SprachaufRerung) kommt emidnelle Motorik- und/oder Sprach-
MRT in Betracht. Diese zeigt nach Aktivierung degsprechenden Hirnareals durch den
Patienten eine farblich markierte Stoffwechselandgr Damit kann das Risiko der
operativen Entfernung in Bezug auf zu erwartendgalegische Defizite scharfer umrissen
werden[Sunaert, 2006; Tieleman et al., 2007].

Mit Hilfe des MRT ,Fiber Tracking” kann die Pyrangdbahn direkt farbkodiert dargestellt
werden und ermdglicht so eine genauere Lokalisaienmotorischen Fasern [Cardenes et
al., 2010].

1.1.6 Operative Behandlung



Die offene, mikrochirurgische Tumorentfernung dieddr Gewinnung einer definitiven
Histologie und der Tumorvolumenreduktion. Es solitéglichst eine Entfernung aller
kontrastmittelanreichernden  Areale vorgenommen @amerd Diese ,makroskopisch
vollstandige* Resektion ist mit einem besseren (¢hen der Patienten verbunden [Stummer
et al., 2008]. Allerdings sollte der Tumor nur sdawentfernt werden, wie sich der
neurologische Status des Patienten nicht versdelechFir die Realisierung des
Operationszieles stehen zahlreiche Hilfsmittel Yerfigung. Die gelaufigsten sollen hier

kurz erlautert werden:

* Neuronavigation: Praoperativ werden dinnschichitigel- oder CT-Aufnahmen mit
Referenzmarkierungen am Kopf (sogenannte ,Fidugialangefertigt. Diese
Aufnahmen werden in ein Computersystem eingelad&h zu einem 3D-Modell
aufbereitet. Der Operateur kann wahrend des Efegrifdie Position eines
Markierungsstabes im Operationssitus anhand desp@emmodells Uberprufen. Die
Neuronavigation ist besonders fur die Zugangsplgnumd die Resektionskontrolle

von Bedeutung [Willems et al., 2006].

* Intraoperative Magnetresonanztomographie (iMRT)e DMRT ermdglicht eine
Resektionskontrolle wahrend der Operation. Dabenkder Patient mit gedffnetem
Schadel untersucht werden. Im Falle eines Restwmod die Operation unmittelbar
fortgesetzt. Mit Ausnahme der Operation in Lokatdhésie (s.u.) bleibt der Patient
wahrend der gesamten Zeit in Vollnarkose. Der \oei@er Hochfeld-MRT mit 1,5
Tesla (Mal3 fur die Magnetfeldstarke) gegenuber éliedd-Apparaten mit 0,15-0,5
Tesla liegt in der sehr guten Bildqualitat [Nabewal., 2009, Mislow et al., 2009].

* Fluoreszenzgestitzte Resektion: 5-AminolavulinsgbfALA) ist eine Vorstufe von
Hamoglobin, die sich in malignen Tumoren anreichdrt einer prospektiven
randomisierten Multizenterstudie wurde gezeigt, sdatie fluoreszenzgestiitzte
Resektion von malignen Gliomen zu einer signifikatbheren Rate makroskopisch
komplett resezierter Tumore fihrt. Die komplettes&®eaion wiederum ist mit einem
signifikant langeren Uberleben assoziiert [Stummieal., 2008]. 5-ALA wird vom
Patienten einige Stunden vor der Operation getmunkiater einem speziellen Filter
ist das anreichernde Tumorgewebe dann unter dema@pesmikroskop lachsfarben

zu erkennen.



Intraoperative Einlage von BCNU-Wafern (Glia®elDurch diese MaBnahme kann
eine moderate Lebenszeitverlangerung erreicht werdie einer randomisierten,
Placebo-kontrollierten Phase-3-Studie an 240 Patiebetrug das mediane Uberleben
der Behandlungsgruppe 13,0 Monate versus 11,6 Momatder Kontrollgruppe
[Westphal et al., 200350bald die Tumorresektion abgeschlossen ist, wgedaach
GroRRe der Resektionshohle ca. 4-10 Wafer in dielédéimgelegt. Die Wirkung halt
ca. 2-3 Wochen an. Die Wirkung des Medikamentebestdieser Applikationsform
113-mal gréRer als bei intravendser Gabe [Grossmral., 1992]. Typische
Komplikationen sind dabei Wundheilungsstérungeng ezunahme des perifokalen

Odems und raumfordernde Tumor-Zysten [Attenellal £2008].

Operation in Lokalanasthesie (sogenannte ,Wachapaf# Ziel der Operation eines
Glioblastom-Patienten sollte immer die mdglichstistdndige Tumorresektion sein,
ohne dem Patienten zusatzlichen Schaden zuzufigemore in eloguenten
Hirnarealen stellen deshalb eine besondere Henagstong dar. Bei Tumoren in der
Néahe des motorischen bzw. Sprachzentrums ist eamplette Entfernung ohne
postoperative erhéhte Morbiditat haufig nicht mélgliDie Wachoperation ermdglicht
das direkte neurologische Monitoring unter aktiMétarbeit des Patienten [Gupta et
al., 2007].Die Operation am ,offenen* Gehirn in lokaler Beténly ist moglich, weil
das Gehirn keine Schmerzrezeptoren besitzt. Eseneletiglich die Haut und die
Dura betdubt. Die Patienten werden wahrend der &ipar von geschulten
Neuropsychologen betreut, die auch intraoperatigtsT@urchfiihren kdnnen. Die
Kombination von Wachoperation und intraoperativeR MBildgebung bedeutet eine
Maximierung der Resektion unter Erhalt der neunsidgen Funktion [Nabavi et al.,
2009].

Funktionelles Mapping: Mit diesem Verfahren kodnnernraoperativ freigelegte
Hirnareale direkt elektrisch stimuliert werden, deren Funktion zu tGberprufen. Das
funktionelle Mapping ist ein valides Verfahren zidrhaltung der neurologischen
Funktion bei Patienten mit Tumoren, die an eloge¢titnareale grenzen [Bello et al.,
2009; Bertani et al., 2009; Gallentine et al., 2000mbos et al., 2009; Picht et al.,
2009,].



1.1.7 Adjuvante Behandlung

2005 wurden die Ergebnisse der EORTC-Studie zumgleieh der Wirksamkeit von
kombinierter  postoperativer Radio-/Chemotherapie t miemozolomid gegenuber
Radiotherapie allein vorgestellt. Dabei wurden F¥&ienten aus 85 Behandlungszentren
eingeschlossen. Es ergab sich ein medianer Ubedebseil fir die kombiniert behandelten
Patienten von 2,5 Monaten. Als Folge dieser Studigrde die kombinierte Radio-
/Chemotherapie zum Standard der adjuvanten Behagdles Glioblastoms [Stupp et al.,
2005]. Temozolomid (Temod3list ein lipophiles Alkylans. Es wird nach oraemwendung
schnell resorbiert und tGberwindet effektiv die BHitn-Schranke. Temozolomid reichert sich
im Tumorgewebe an, durch die alkylierende Aktivis&iner Abbauprodukte kommt es zu
einer frustranen Aktivierung des DNA-Mismatch-Regiarsystems (DNA Mismatch Repair,
MMR) und schlief3lich zum programmierten Zelltod ppeni et al., 2003].

Als Reaktion auf die Wirkung des Temozolomid velgucder Korper, die
chemotherapiebedingten Schaden mithilfe des EnzW@MT (O6-methylguanin-DNA-
methytransferase) zu reparieren. In einer ebenf2lil85 publizierten Studie wurde das
Uberleben im EORTC-Patientenkollektiv in Abhangigkeom MGMT-Status der Patienten
untersucht. Dabei war die Methylierung = epigeméigsStummschaltung der Promotorregion
des MGMT-Gens mit einem verlangerten UberlebenRidienten assoziiert [Esteller et al.,
2000; Hegi et al., 2005]. Die langsten Uberlebeesraeigten Patienten mit methyliertem
MGMT-Promotor und kombinierter Radio-/Chemotherapiéber auch Patienten mit
unmethyliertem MGMT-Promotor profitierten von deeriozolomid-Gabe: auch bei ihnen
war das mediane Uberleben signifikant langer alPhéenten mit unmethyliertem MGMT-
Promotor, die lediglich Radiotherapie erhielten ¢Het al., 2005].

1.1.8 Kiinischer Verlauf bei Glioblastom-Patienten Lokalrezidive

Das Glioblastom ist durch die diffuse Infiltratiomles umliegenden Hirngewebes
gekennzeichnet. Auch nach multidisziplindrer Behamgl mit Resektion aller

kontrastmittelaufnehmenden Tumoranteile sowie komebier Radio-/Chemotherapie sind
Rezidive nahezu unausweichlich. Das Lokalrezidivbisi Glioblastom-Patienten urséchlich
fur das stark reduzierte mediane Uberleben. DiddReztreten gehauft am Resektionsrand

auf, kbnnen aber auch entfernt vom eigentlichen drumeobachtet werden. Metastasen treten
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in ca. 1% der Patienten als sogenannte ,spinaleropfrhetastasen” auf. Metastasen

aul3erhalb des zentralen Nervensystems sind eseten.

Trotz der immensen klinischen Bedeutung der Lokaliee sind experimentelle

Untersuchungen an initialen- versus Rezidiv-Glistdanen sehr selten.

1.2 Das DNA-Mismatch-Reparatur System (MMR)

Die Mismatch Repair (MMR) Proteine  spielen eine serdliche Rolle bei der
Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitdt [Kunl& Erie, 2005]. MMR-Proteine
korrigieren Base/Base und Insertion/Deletion Misthas, die wahrend der DNA-Replikation
auftreten [Wyatt & Wilson lll, 2009].

DNA Doppelstrangbriiche, die wichtigste Form der &lthung der Erbsubstanz, kénnen
durch verschiedene Faktoren verursacht werden aigpielsweise die UV-Strahlung. Zhang
et al. zeigten, dass eine fehlerhafte DNA zum Abbrues Zellzyklus und damit zur
Apoptose fihren kann. Die Akkumulation fehlerhafirdigierter DNA-Schadigung kann
allerdings auch eine Chromosomeninstabilitdt vaehien und somit Grundlage einer
malignen Erkrankung sein [Zhang et al., 2009].

Die Bedeutung der MMR-Faktoren fur das Entstehen wmalignem Wachstum wurde
urspringlich anhand des hereditaren nonpolypoEetonkarzinoms (Hereditery non-

polyposis colorectal cancer, HNPCC) aufgezeigt [Bat al., 2007]. Mittlerweile wurde sie

fur zahlreiche maligne Tumoren nachgewiesen [Baeked., 2009; Ding et al., 2009; Gu et
al., 2002; Wang et al., 2001].

Die wichtigsten MMR-Proteine sind MLH1, MSH2 und M6. Die Funktion dieser Proteine
ist wie folgt: Base/Base Mismatches werden von dd®H2-MSH6 Komplex erkannt.
Daraufhin erfolgt die Aktivierung von MLH1. Die Rekierung von MLH1 signalisiert
Exonukleasen, den Tochterstrang mit dem Mismataykioabzubauen. Daraufthin wird die
fehlerhafte DNA durch die Aktivierung der DNA-Polgmase und der DNA-Ligase erganzt
[Kolodner & Marsischky, 1999; Hsieh, 2001; Wyatt\&ilson Ill, 2009]. Eine Veranderung
oder ein Fehler der MMR-Proteine fuhrt zur genéigst Instabilitéat [Kunkel & Erie, 2009].
Diese Instabilitdt kann in Form von Mikrosateltiestabilitat (Microsatellite Instability,
MSI) quantifiziert werden. Mikrosatteliten sind etpive DNA-Sequenzen, deren veranderte
Lange mit genetischer Instabilitat einhergeht [Hs001].



Uber die Expression von MMR-Proteinen in Glioblasem gibt es bisher recht wenige Daten,
Uber die Expression in initialen versus RezidiveBlastomen fast keine. Leung et. al
untersuchten 22 Gliome, davon 17 Glioblastome, 3apkastische Astrozytome und 2
gemischte Gliome Grade Ill und stellten fest, d&8% der jungen Patienten erhebliche
Defekte im MMR Systems aufwiesen [Leung et al.,8]9%anamori et al. berichteten, dass
ein Fehlen von MLH1 mit dem Auftreten von Gliomeri jungen Patienten korrelierte
[Kanamori et al., 2000]. Ahnliche Ergebnisse erdab Arbeit von Szybka et al., 2003: die
genetische Instabilitdt bei Astrozytomen von Kimdewar im Vergleich zu derer bei
Erwachsenen deutlich erhdht. In einer grol3en Stwdiede die MSI in Kindern versus
Erwachsenen mit Tumoren des zentralen Nervensydtestsnmt [Hegi et al., 2008]. Dabel
zeigte sich eine Akkumulation von MSI in Kinderntnmalignen Tumoren. Die wenigen
Daten Uber MMR-Faktoren bei Patienten mit initaif@hoblastomen versus Rezidiven nach
kombinierter Radio-/Chemotherapie ergaben folgebdgbnisse: Cahill et al. zeigten 2007,
dass die fehlende MSH6-Expression mit der Tumomassgion und der Resistenz gegen
Temozolomid-Chemotehrapie zusammenhing. Die Arbeit Yip et al, 2009 zeigte, dass

MSH6-Mutationen zur Resistenz gegen Temozolomidefiifkkonnen.
1.3 Fragestellung

Ziel dieser immunhistochemisch-experimentellen Etwdar es, die Expression der MMR-
Proteine MLH1, MSH2 und MSH6 in Glioblastom-Rezielv versus initialen Tumoren zu
bestimmen und die Ergebnisse mit dem Ki67 Prolifensindex und dem Uberleben der

Patienten zu vergleichen. Im Detail waren die foltgn Arbeitsschritte zu bewaltigen:

* Ermittlung der Proteinexpression von MLH1, MSH2 uk$H6 anhand gepaarter
Proben von 42 Glioblastom-Patienten (initial- und Rezidivtumor) die
immunhistochemischen Ergebnisse sollten

» Vergleich der Expression in initialen und RezidiwAioren

* Vergleich der Expression mit dem Ki67-Proliferagordex

« Vergleich der Expression mit dem Gesamt-Uberlebe®atientenkollektiv



2. Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv

Zwischen Januar 2000 und September 2006 wurden Patienten in der Klinik far
Neurochirurgie UK S-H Campus Kiel an einem Gliobdas (WHO Grad V) operiert. 84
Patienten (34.4%) erhielten mindestens eine Retperabei Tumorrezidiv. Die

Einschlusskriterien in unserer Studie waren wigttol

* Primares Glioblastom nach der Definition von Schet840
» Makroskopisch vollstdndige Resektion bei der Erstapon
* Mindestens eine Reoperation bei MR-tomographischgewiesenem Tumorrezidiv

* Nachweis vitaler Tumorzellen im histologischen Rwrap des Rezidivs

Das Ausmald der Tumorentfernung wurde anhand detopaEstiven Magnetresonanz-
tomographie innerhalb von 72h nach der Operatiostilent. Eine makroskopisch

vollstandige Tumorentfernung wurde durch die fetdieKontrastmittelaufnahme definiert. 42
Patienten erflllten die oben genannten Kriterietle Aatienten erhielten eine adjuvante
postoperative Bestrahlung von mindestens 54 GyRdt8enten erhielten Temozolomid nach
der Rezidiv-Operation, 2 Patienten erhielten eindjunaante kombinierte Strahlen-

/Chemotherapie mit Temozolomid gefolgt von einemdeolomid-Erhaltungstherapie nach
der EORTC-Studie [Stupp et al, 2005].

2.2.  Immunhistochemische Untersuchungen

Von dem in Formalin fixierten und in Paraffin eibgtteten Gewebe wurden 2um dicke
Schnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgenod@e getrockneten Schnitte wurden mit
Xylol entparaffiniert und in der absteigenden Alkdiihe (100%, 100%, 96%, 70%; jeweils
5 Min.) rehydriert.

2.2.1 Hematoxylin-Eosin-Farbung
Die weitere Farbung erfolgte nach folgendem Prdtdded Raumtemperatur:

- Hamalaunfarbung (5 min.)

- blauen in Leitungswasser (5 min.)



- 0,1 % Eosin (1 min.)

- kurz in aqua dest. spulen

- aufsteigenden Alkoholreihe (96 %, 96%, 100%, 10@%gils 5 min.)
- Xylol (2 x 5 min.)

- Eindecken mit Pertex (Medite)

2.2.2 Farbung mit spezifischen Antikdrpern gegen MH1, MSH2 und MSH6

Nach der Rehydrierung erfolgte die Vorbehandlung #utoklaven zur Antigen-
Demaskierung (4 min bei 120°C in Citrat-Puffer). ie DBlockierung der endogenen
Peroxidase erfolgte in Methanol und 3% fir 10 Minuten.

Anschliel3end Inkubation in 96% und 70% Alkohol, W&m Aqua dest. (jeweils 5 min.) sowie
in TBS-Puffer (3 x 5 min.)

Die Inkubation mit dem Priméarantikdrper erfolgte team Verwendung der folgenden
spezifischen monoklonalen Antikorper in der Verdimg 1:50 fir 1 Stunde bei 37°C:

- MLH1 (Klon G168-15, Zytomed Systems, Berlin)
- MSH2 (Klon FE-11, Zytomed Systems, Berlin)
- MSH6 (Klon 44, Diagnostic Biosystems, Pleasantof, USA)

Danach Spilen in Aqua dest. und in TBS Puffer (3 min.). Anschlielend Detektion mit
EnVision (Dako, Hamburg) fir 30 min. Nach Spulen Agua dest. und TBS- Puffer erfolgte
die Zugabe von AEC-Chromogen (20 min.). Anschliel3Eernfarbung mit Hamalaun fur 5
min. und Blauen in flieRendem Leitungswasser. Ekde der Praparate in Aquatex (Merck,
Darmstadt).

2.2.3 Farbung mit MIB-1
Die Farbung mit dem MIB-1 Antikérper (Dako, Hambyurgur Ermittlung des Ki 67
Proliferationsindex (Ki67 PI) erfolgte nach demigten Prinzip wie bei MLH1, MSH2 und

MSH®6. Lediglich die Vorbehandlung im SchnellkocHt¢{ min. bei 120 Grad C) wurde mit
EDTA — Puffer durchgefuhrt.
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2.2.4 Auswertung der Immunhistochemischen Farbungen

Die Auswertung der immunhistochemischen Ergebmsis@anti-MLH1, anti-MSH2 und anti-

MSHB®6 erfolgte nach folgendem Schema:

- (0) negative Kernfarbung

- (1) <5% angefarbte Kerne

- (2) zwischen 5 und 60% angefarbte Kerne
- (3) >60% angefarbte Kerne

Zur statistischen Analyse wurde ein Wert von 0 redgativ eingestuft, ein Wert von 3 als
positiv (Newcomb et al., 1998; Velasco et al., 208fark et al., 2003). Es wurden jeweils

mindestens 1000 Zellen pro Préaparat ausgezahlt.

Die Ermittlung des Ki67 PI erfolgte in Arealen miandler Dichte, auch hier wurden jeweils

mindestens 1000 Zellen pro Préaparat ausgezahlt=ikpeession wurde in Prozent angegeben.

Der Chi-Quadrat-Test wurde zum Vergleich der Hdudigeines Parameters in zwei Gruppen
eingesetzt. Mit dem Wilcoxon Test wurde die Praggpression in zwei verschiedenen
Gruppen verglichen. Der Log-rank Test (Cox-Mant&¥urde angewendet, um den

Zusammenhang zwischen Uberlebenszeit und Profmi@ssion zu untersuchen.
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3. Ergebnisse
3.1 Klinische Charakteristika der 42 Patienten

Das mediane Alter der 42 in die Studie eingeschloms Patienten lag bei 61 Jahren
(Intervall: 35-89 Jahre). 26 Patienten waren mahnli 16 weiblich (Verteilung
mannlich:weiblich = 1,6:1). Die Lokalisation der more war wie folgt: temporal n=17,
multilobular n=10, frontal n=8, parietal n=4, oatab n=3.

Die haufigsten Symptome bei Diagnose waren: Neyamdogische Veranderungen (n=17),
Krampfanfalle (n=15), Hemiparese (n=12), Aphasiel@) und Kopfschmerzen /Ubelkeit/
Erbrechen als Zeichen erhohten intrakraniellen Resqn=11). Seltener traten Sehstérungen
(n=4), Schwindel (n=3) und Hirnnervenstérungen (naGf. In drei Fallen handelte es sich
um Zufallsbefunde.

Der mediane pra-operative Karnofsky PerformanceeS@oPS) betrug 70, der mediane post-
operative KPS dagegen 80. Der mittlere zeitlichestAbd zwischen initialer Operation und
Rezidivoperation betrug 7,7 Monate (Intervall: 1M@&nate). Spinale Abtropfmetastasen oder
Metastasen an Organen aul3erhalb des ZNS wurdeesiend Kollektiv nicht beobachtet.

3.2 Ergebnisse der Immunhistochemischen Farbungen
3.2.1 Expression von MLH1/MSH2/MSHE6 in initialen vesus Rezidiv-Tumoren

MLH1 wurde in allen initialen Tumoren sowie in alleaul3er einem Rezidiv-Tumor
nachgewiesen. Die mittlere Expression betrug 73i@%nitialen Tumoren und 63.2% in
Rezidiven. Nach dem Wilcoxon-Test war die MLH1-Eegsion in Rezidiven signifikant
niedriger als diejenige in initialen Lasionen (p315). Auch die Anzahl positiver Préparate

war in den Rezidiven signifikant geringer (Chi-QretellTest, p=0,013).
MSH2 war in allen initialen Tumoren und in allen ZRBven nachweisbar. Die mittlere
Expression betrug 75,1% in initialen Lasionen udg% in Rezidiven. Gemal} statistischer

Analyse bestand hier kein signifikanter Unterschied

MSH6 war in allen initialen Tumoren und in allen ZRBven nachweisbar. Die mittlere

Expression betrug 25,2% in initialen Tumoren ungs2® in Rezidiven. Gemal} statistischer
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Analyse bestand kein signifikanter Unterschied. sBelle der immunhistochemischen

Farbungen sind in Abb. 1 dargestellt.

Abbildung 1: Exemplarische Ergebnisse der immunhi®chemischen Farbung

Legende(A) MLH1-Farbung im initialen Tumor (77% positikeerne) versus (B) MLH1-Farbung im
Rezidivtumor des selben Patienten (42% positiven&enC) Farbung mit anti-MSH2, (D) Farbung mitiant
MSHS6, (E) Farbung mit anti-Ki67/MIB-1), (F) Hematgin-Eosin Farbung eines Glioblastoms mit Mitosen,

Kernpolymorphien, Endothelproliferation und Neknose
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3.2.2 Expression von Ki67 in initialen Tumoren undRezidiven

Der mittlere Ki67-Proliferationsindex (Ki67 PIl) imitialen Tumoren betrug 30,4%, der
mittlere Ki67 Pl in Rezidiven 26,0%. Geméal dem \&%len-Test waren diese Unterschiede

nicht statistisch signifikant.

3.2.3 Korrelation zwischen der Expression von MLH1/MSH2/MSH6 und dem
Ki-67 Proliferationsindex (Ki67 PI)

Die Expression von MLH1, MSH2 und MSH6 in initial&lioblastomen war signifikant mit
dem Ki67 Proliferationsindex assoziiert (Wilcoxoest, p <0,001; p<0,001; p=0,019). Die
Expression von MLH1 und MSH2 in Rezidiv-Glioblastemwar ebenfalls signifikant mit
dem Ki67 PI assoziiert (Wilcoxon-Test, jeweils p,6@1). Die Expression von MSH6 in

Tumorrezidiven korrelierte nicht mit dem Prolifeostsindex.

3.2.4 Korrelation zwischen der MLH1/MSH2/MSH6 Expression und der

Uberlebenszeit

Gemal dem Log rank Test / Kaplan Meier Kurven warkkpression von MLH1 in initialen
Tumoren signifikant mit dem Uberleben der Patierdssoziiert (p=0,049). Dabei zeigten
Patienten mit negativer MLH1-Expression ein verkmegs Uberleben gegeniiber Individuen
mit positiver Expression. Die Kaplan-Meier Kurve ia Abbildung 2 dargestellt. Fur die
MLH1-Expression in Rezidiven fand sich keine Koatedln zum Gesamtuberleben der

Patienten.
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Abbildung 2: Gesamtiiberlebenszeit der Patienten idbhangigkeit

von der MLH1-Expression in initialen Tumoren.
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LegendeMLH1-Negativitat (blaue Kurve) ist mit einem lamga Uberleben assoziiert
als MLH1-Positivitat (rote Kurve, p=0,049).

Die Expression von MSH2 in initialen Tumoren undziesen war nicht signifikant mit dem

Uberleben der Patienten assoziiert.

Fur MSH6 fand sich eine ahnliche Beobachtung wreMiiH1. Auch hier war die negative
Expression signifikant mit einem verlangerten Ubleein assoziiert (p=0,002). Die Kaplan-
Meier-Kurve ist in Abbildung 3 dargestellt. Fir dSH6-Expression in Rezidiven fand sich

keine Korrelation zum Uberleben der Patienten.
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Abbildung 3: Uberlebenszeit der Patienten in Abhénigikeit
von der MSH6-Expression in initialen Tumoren.
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Legende MLH6-Negativitat (blaue Kurve) ist mit einem vemtgerten Uberleben
assoziiert als MLH6-Positivitat (rote Kurve, p=02)0

Die vollstandigen klinischen Daten und die Ergebaider immunhistochemischen Farbungen

der 42 Patienten sind im Anhang dargestellt.
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4. Diskussion

Das Glioblastom ist der haufigste und boésartigsteelgene Tumor des Erwachsenen. Der
Tumor wird nach der WHO als Grad IV-Lasion eint¢ilouis et al, 2007]. Es werden eine
primare Genese ohne vorbekannte niedergradigepenglose Tumore und eine sekundare
Genese aus niedrigmaligneren ,Vorstufen® untersidme[Scherer, 1940]. Die besondere
Eigenschaft des Glioblastoms ist die diffuse Indiibn des umgebenden, gesunden
Hirngewebes. Eine mikroskopisch komplette Tumornting ist daher nicht mdglich.

Rezidive sind unausweichlich [Louis et al, 2007].

Das Ziel der Operation ist die maximal mdglichehsi®@ Resektion (,maximun safe
resection”) [Olson et al, 2009]. Dabei wird mdghthviel Tumorgewebe entfernt ohne
zusatzliche neurologische Defizite zu verursachén. die Operation schliesst sich die
kombinierte Radio-/Chemotherapie mit Temozolomigfotgt von einer Temozolomid-

Erhaltungstherapie, an. In einer 2005 publizie®$DRTC-Studie an 573 Patienten konnte
gezeigt werden, daR mit dieser Behandlung ein medidlberleben von 14,6 Monaten

erreicht werden kann [Stupp et al., 2005].

Die Rate an Langzeitiiberlebenden, bei GlioblastatieRten als postoperatives Uberleben
von mindestens drei Jahren nach Diagnose defitiiegt, bei ca. 2-3 %. Eine Heilung wurde
lediglich in einzelnen Fallberichten beschriebenlis et al, 2007; Scott et al, 1998; Scott et
al, 1999; Stark et al, 2005].

Das von Stupp et al. publizierte Patientengut wuedeh auf die Methylierung der
Promotorregion des MGMT-Gens = epigenetische Stwhaiting des Gens untersucht. Das
Enzym MGMT (O6-methylguanin-DNA-methytransferasehgrt zum korpereigenen DNA-
Reparaturmechanismus (,DNA mismatch repair‘, MMBie Methylierung von MGMT war

in der Untersuchung von Hegi et al. anhand des @wemhnten Kollektivs der EORTC-
Studie mit einem verlangerten Uberleben nach Ojperand adjuvanter kombinierter Radio-
/Chemotherapie mit Temozolomid assoziiert [Hegilet2005].

Dieser Effekt kann dadurch erklart werden, dassldenor seine DNA nicht oder nicht mehr
in erheblichem Umfang reparieren kann. MGMT spliedr nachweislich eine wesentliche
Rolle, allerdings gibt es Hinweise auf weitere MNEene, die fur das Ansprechen des

Tumors auf Chemotherapeutika, speziell auf Temaamlpverantwortlich sind [Goellner et
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al. 2011]. Diese Beobachtung hat die Aufmerksamiaeith auf weitere Faktoren des

Mismatch-Repair-Systems gerichtet.

Das Mismatch Repair System (MMR) spielt eine wdgdd Rolle bei der Aufrechterhaltung
der genetischen Stabilitét. Eine fehlerhafte Fuorktler MMR-Proteine kann eine genetische
Instabilitdt verursachen und damit eine Grundlage die Tumorentstehung darstellen
[Kunkel & Erie, 2005; Wyatt & Wilson 111, 2009].

Die bedeutende Rolle der MMR-Proteine fur die Tuemtstehung wurde initial beim

Hereditaren nonpolypdsen Kolonkarzinom (Hereditery non-polyposis colorectal cancer
HNPCC) aufgezeigt [Bonis et al., 2007]. Es wurde hierbachgewiesen, dass 95% der
Patienten mit HNPCC eine Mutation von Genen des MBRtems aufwiesen [Ziadi S et al.,
2011].

Defekte im MMR-System fuhren zur Instabilitéat vonikikbsatteliten. Unter Mikrosatteliten
werden in diesem Zusammenhang repetitive DNA-Sexprewverstanden, deren Instabilitat
(microsattelite instability, MSI) eine wesentlichdrsache fur die Entstehung maligner
Tumore zu sein scheint. Die MSI kann mittels spedifer Marker in der Polymerase-Ketten-
Reaktion gemessen werden: BAT-25, BAT-26, NR-21;2Rand MONO-27 [Hsieh, 2001,
Kolodner et al., 1999; Kunkel and Erie, 2005]. Zodbesteht die Mdglichkeit der direkten
immunhistochemischen Farbung. Bei Patienten miblildistomen werden derartige Tests
bisher nicht regelmaliig durchgefuhrt, da die gerRRoléee der MMR Proteine, der MSI und
ihre mogliche Korrelation zu biologischen Markemie dem Proliferationsindex, und der

Assoziation zur Uberlebenszeit nicht ausreichertdrsocht wurde.

Defekte im MMR-System kdnnen auch syndromale Eiscimgen hervorrufen. Beim Muir-
Torre-Syndrom besteht eine Keimbahnmutation der ERéperaturgene MLH1 oder MSH2.
Das seltene Syndrom wird autosomal dominant vererit ist durch das Auftreten von
Tumoren der Speicheldrisen und der inneren Orgaakakterisiert [Muir et al, 1967; Torre,
1968].

In einem Fallbericht wird auch das Auftreten ei@®blastoms (WHO Grad V) berichtet.
Dabei handelt es sich um einen 58-jahrigen Mannderitmedizinischen Vorgeschichte eines
kolorektalen Karzinoms, der jetzt mit einer linkgen Gefuhlstérung des Korpers auffallig

wurde. Bei der Inspektion der Haut fanden sich ipl@ltsebazése Adenome. In der MRT
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wurde ein rechts parietaler intrazerebraler Tumagmbstiziert und operiert. Die histologishe
Untersuchung ergab ein Glioblastom mit einem rduadtien Proliferationsindex von 25%.
Bemerkenswerterweise war die Schwester des Patieait@ge Jahre zuvor an einem
Glioblastom verstorben. Die immunhistochemische ednichung ergab ein Fehlen der
Expression von DNA-Mismatch-Reparatur-Genen unde egrhebliche Instabilitat der
Mikrosatteliten [Park et al, 2009].

Das Ziel der hier vorliegenden Studie war es, dipr&ssion der DNA-Mismatch-Reparatur-
Gene MLH1, MSH2 und MSH6 in gepaarten Proben vatmalnund Rezidiv-Glioblastomen
auf Proteinebene zu bestimmen. Dazu wurden immtodhiemische Farbungen mit
spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt. Die Ergebais wurden mit dem Ki67-
Proliferationsindex (Ki67 P1) und dem Uberleben Batienten verglichen. Bei Ki-67 handelt
es sich um einen monoklonalen Antikoérper, der geggemukleares Antigen gerichtet ist, das
ausschlief3lich in der G1, S, G2 und M-Phase delzykblis exprimiert wird [Zuber et al,
1988].

Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass die Esipreson MLH1 in Rezidiven signifikant
geringer war als in gepaarten initialen Tumorere Bxpression von MSH2 und MSH6 zeigte
keine signifikanten Unterschiede zwischen Initialeend Rezidiv-Glioblastomen. Die
Proteinexpression von MLH1, MSH2 und MSH6 in irdim Tumoren war dartber hinaus
signifikant mit dem Proliferationsindex (Ki67 PlI¥soziiert, so wie auch die Expression von
MLH1 und MSH2 in Rezidiven. Die Expression von MLidhd MSH6 in initialen Tumoren
war signifikant mit dem Uberleben der Patienterpaissrt. Die Expression von MSH2 war

nicht mit dem Uberleben der Patienten assoziiert.

Einschrankend muss erwahnt werden, dass die Immtochemie als semiquantitatives
Verfahren eine begrenzte Aussagefahigkeit hat. denartiges Kollektiv von gepaarten
Tumorproben ist sicherlich sehr selten, dennochdist Fallzahl insgesamt als gering
anzusehen. Eine multivariate Analyse war dahertniobglich. Die Anzahl der MSH6-

positiven Patienten betrug n=2 und war damit sehing.

Die maligne Transformation neuroepithelialer Zellda hin zum Glioblastom ist mit einer
Akkumulation genetischer Defekte verbunden. Dabbt gs charakteristische, wenn auch

nicht pathognomonische Unterschiede zwischen pemamnd sekundaren Glioblastomen
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(siehe auch Einleitung, S. 2) [Louis et al, 200J&s Expressionsprofil von Glioblastomen
unterscheidet sich erwartungsgemal? von dem andgieder Neoplasien, wie z.B. dem
pilozytischen Astrozytom (WHO Grad 1), niedergraghgAstrozytomen (WHO Grad II),
anaplastischen Astrozytomen (WHO Grad Ill) und @digndrogliomen [Rickman et al, 2001;
Jiang et al, 2006]. Interessanterweise zeigen aldr auch signifikante Unterschiede im
Expressionsprofil verschiedener Glioblastome, deseh Tumor als genetisch heterogene
Entitat mit hoher genetischer Instabilitat ersckaitassen [Louis et al, 2007].

Anhand von Array-Untersuchungen wurde eine hoher&sgion von Wachstumsfaktoren,
Zellmigrationsfaktoren und Faktoren der Angioneaen in Glioblastomen beschrieben
[Godard et al, 2003; Liang et al, 2005; Rich et2005]. In der Studie von Liang et al.
konnten dartber hinaus aufgrund des Genexpressimism zwei prognostisch

unterschiedliche Gruppen von Glioblastompatientfingert werden [Liang et al, 2005].

Das Glioblastom-Rezidiv bestimmt die Prognose. Benfmetastasen (Metastasen in Organe
aulRerhalb des ZNS) extrem selten sind und spinatepfmetastasen in lediglich 1-2 % der
Patienten [Stark et al, 2005] vorkommen bzw. ufiesnozolomid-Behandlung noch seltener
oder gar nicht mehr beobachtet werden [Stark, pécs@e Kommunikation], definiert sich die
Prognose der Patienten nahezu allein durch dathedgeaber zeitlich recht unterschiedliche
Auftreten des Lokalrezidivs. Dieses entsteht zutrgisBereich des Resektionsrandes, es ist
aber auch das Auftreten an weiteren Lokalisatiomeierhalb des Gehirns mdglich. Dabei
breiten sich Tumorzellen entlang der neuralen Balate ,Leitschienen® aus und fihren dann
zu Rezidiven, die vom eigentlichen Resektionsbéarerdfernt liegen [Louis et al, 2007].

Trotz der immensen Bedeutung des Lokalrezidivs g#berstaunlicherweise nur sehr wenige
Daten zu genetischen Verdnderungen in initialemsuge Rezidivtumoren. Dieser Vergleich
ist jedoch besonders interessant, da davon ausgegamerden kann, dass wéhrend der
Tumorprogression Eigenschaften potenziert werdea, dle Aggressivitat des Tumors

steigern. Diese potenzierten Eigenschaften satli@dmauch im Expressionsprofil zeigen.

Fur die Untersuchungen kommen aufgrund der obe&lerten erheblichen Heterogenitat des
Glioblastoms, selbst wenn ausschliel3lich primarendine verwendet und die sekundaren
ausgeschlossen werden, nur gepaarte Tumorprobefrage. Da die Indikation zur

Rezidivoperation nach wie vor nicht unumstritten [(Slson et al, 2009], kénnen hier nur
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kleinere Patientenserien zusammengetragen werdemn\Patienten in unterschiedlichen
Kliniken an den Initial- und Rezidiv-Tumoren opetiewurden, kommen logistische
Schwierigkeiten hinzu. So entstehen in der Regélssen grofRen Zentren nur recht kleine

Serien Uber einen relativ langen Zeitraum.

Strik et al. publizierten 1999 eine immunhistoche&rhe Untersuchung an 37 gepaarten
Proben von initialen Glioblastomen und Rezidivenie Sbeschrieben dabei eine
Hochregulation von anti-apoptotischen und eine Hinegulation von pro-apoptotischen
Faktoren der BCL-2 Familie [Strik et al., 1999].eBe Veranderungen waren bei Patienten,
die mit Chemo- und Radiotherapie behandelt wordarem; deutlicher ausgepragter als bei
denjenigen Patienten, die keine adjuvante Therpielten.

Stark et al. zeigten 2003 anhand von 27 gepaamebeR eine reduzierte Expression des
Tumorsuppressorproteins p53 und MSH2 in Glioblaskemridiven im Vergleich zu initialen
Tumoren auf. Dabei bestand ein Zusammenhang zensder Expression von MSH2 und
der applizierten Chemotherapie. Zudem war die Ahdahmdm2- (murine double minute 2,
zellulares Onkogen) und EGFR- (epidermal growthoiaceceptor) positiver Tumore in
Rezidiven signifikant geringer [Stark et al., 200B8]ne ahnliche Beobachtung wurde kurze
Zeit spater auch von Rellecke et al. beschriebezlldBke et al, 2004]. In beiden Studien
zeigte sich jedoch keine Korrelation zwischen detéinexpression und der Uberlebenszeit

der Patienten.

Andere Untersuchungen ergaben keine signifikanter@Mlerungen in der Genexpression
ausgewahlter Parameter in Initial- versus Rezidiefilastomen. So konnten Strege et al.
zeigen, dass die Faktoren Fas (CD95, transmemlaan&@ykoprotein), Fas Ligand
(Membranprotein, Apoptose-auslésend), Bcl-2 (aptgotisches Onkogen) und TGFR2
(transforming growths factor beta, beteiligt anl®achstum und Differenzierung) zwar in
pilozytischen Astrozytomen (WHO Grad [) versus @lastomen unterschiedlich exprimiert
wurden. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied awas Initialen- und Rezidiv-
Glioblastomen [Strege et al, 2004].

Fur die hier vorgelegten Untersuchungen wurde edieKtiv von 244 Patienten gesichtet,
von denen 84 Patienten mindestens eine RezidivaDparerhielten. Die Einschlusskriterien

zielten auf eine Homogenisierung des Kollektivs hasseren Auswertung. Dabei konnten
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letztlich 42 Patienten eingeschlossen werden, wmed jeweils die initialen und die Rezidiv-

Tumoren immunhistochemisch untersucht wurden.

Informationen Uber die Expression von DNA-MismaR&paratur-Genen in Glioblastomen
im Allgemeinen und in Glioblastom-Rezidiven im Sigdlen sind in der Literatur sparlich.
MLH1 Protein ist haufig in humanen Glioblastoment mifikrosatteliteninstabilitat (MSI)
exprimiert [Martinez et al., 2004]. In unserer $enar MLH1 in allen initalen und in allen
aul3er einem Rezidiv-Tumor exprimiert. Interessavedese fanden wir einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der MLH1-Positivitat und adeenkiirzten Uberleben der Patienten
(Log Rank Test, univariate Analyse). Diese Beohawofpitkann durch die Akkumulation eines
nicht funktionellen, alterierten Proteins erklarernden. Fir das kolorektale Karzinom wurde
bereits ein Zusammenhang zwischen geringer MLH1-AHANpression und verlangertem
Uberleben beschrieben [Ide et al., 2008]. In wrs8erie war zudem die MLH1-Expression
in initialen und in Rezidiv-Tumoren signifikant mdem Proliferationsindex (Ki67 PI)

assoziiert.

Im Gegensatz zu MLH1 und MSH®6 ist die Expressiom WdSH2 im Glioblastom recht
variabel. Stark et al haben 2003 eine vermindert8HRIEXpression in Glioblastom-
Rezidiven beschrieben, die einen ZusammenhanganiCdemotherapie zeigte. Es muss hier
angemerkt werden, dass die Daten vor der “Temozdidra“ erhoben wurden. In unserer
jetzigen Serie war die Expression von MSH2 wentgaufig in Rezidiven, der Unterschied
war aber nicht statistisch signifikant. Ein Zusaemmang mit der applizierten Chemotherapie
zeigte sich nicht. Allerdings zeigte sich eine figante Assoziation zwischen der MSH2-

Expression und dem Ki67 PI (in initialen- und inzRiv-Tumoren).

2007 publizierten Cahill et al. eine Studie zur MBBEXxpression in Glioblastom-Rezidiven
versus initialen Tumoren. Dabei zeigte sich ein MSFerlust in 7/17 Rezidiven. Der MSH6-
Status korrelierte nicht mit dem MGMT-Status. MSM6itationen fanden sich ausschliel3lich
in Rezidiven. Obwohl es auch gegenlaufige Ergebnisslerer Studien gibt [Maxwell et al.,
2008], kann die Schlussfolgerung gezogen werdess das Fehlen von MSH6 zu einem
Fortschreiten des Glioblastom-Rezidivs flhrt.

In unserer Serie von 42 Patienten zeigte sich Egjnifikanter Unterschied in der MSH6-
Expression in initialen Tumoren versus Rezidivetielings zeigte sich eine signifikante

Assoziation zwischen der MSH6-Expression und de@v Kl (initiale Tumore) sowie auch
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zwischen der MSH6-Expression und dem UberleberPdéenten. Dabei war wiederum eine
fenlende MSH6-Expression mit einer verlangertenrigbenszeit verbunden (LogRank Test,
univariate Analyse). Verglichen mit MLH1 und MSH2aken in den Préaparaten deutlich

weniger Zellen mit anti-MSH6 angefarbt.

Gemal3 der aktuellen Literatur verdichten sich diewdise, dal} Mutationen im MSH6-Gen
eine bedeutende Rolle beim Fortschreiten des Glsttans zukommt. So beschrieben Yip et
al. jungst das Auftreten von MSH6-Mutation in Gliagtom-Rezdiven nach der
Chemotherapie. In gepaarten Tumorproben von iaitidlumoren vor jeglicher Behandlung
fanden sich diese Mutationen nicht Auch in derldétur liel3 sich ein entsprechender Effekt
zeigen: die chronische Exposition einer Glioblastallinie mit Temozolomid fihrte zum
Entstehen resistenter Zellklone, einer davon wies BISH6-Mutation auf. Auch verlangerte
die Stummschaltung von MSH6 das Uberleben der Zallater zytotoxischen Dosen von
Temozolomid. MSH6 kann damit als bedeutender Mediatler Temozolomid-Toxizitat
gelten. Die Inaktivierung von MSHG6 ist mit dem Tagleversagen beim Glioblastom

assoziiert [Yip et al, 2009].

In einer weitere aktuellen Studie untersuchtenlfezts et al. Faktoren, die verantwortlich fur
die ausgepragte Rezidivtendenz der Glioblastome ls@nnten [Felsberg et al., 2011]. Es
wurde gezeigt, dass eine reduzierte Expression MMR-Proteine kombiniert mit dem
unveranderten Methylierungsstatus von MGMT charatisch flr die Rezidivtendenz ist.
Die Ergebnisse der Studie zeigten zudem auf, d@sBPrdmotoren der tbrigen MMR-Gene
ebenfalls nicht methyliert waren. Felsberg et algen ferner, dass die MMR Proteine in den

Rezidivtumoren im Vergleich zu den initialen Tumosgets niedriger exprimiert wurden.

Zusammengefasst deuten unsere Ergebnisse im Hdinbli€ die begrenzte vorhandene
Literatur zu diesem Thema darauf hin, dass die MishiReparatur-Proteine eine bedeutende

Rolle bei der Genese und bei der Progression debl@dtoms spielen.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie wurden weitdntersuchungen konzipiert. Zum
einen soll der Nachweis von MMR-Faktoren auf mRNBekRe an schockgefrorenen
gepaarten Proben von initialen- und Rezidiv-Glistdanen erfolgen und mit dem MGMT-
Status sowie dem Ansprechen auf die kombinierted¥&hemotherapie mit Temozolomid

verglichen werden. Zum anderen sollen immunhistogbehe Farbungen an mindestens 200
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initialen Glioblastomen durchgefiihrt werden, umeemultivariate Auswertung im Hinblick
auf die prognostische Bedeutung zu ermdglichen. étsprechender Forschungsantrag
wurde bereits durch die Familie Mehdorn Stiftundlial bewilligt.

Genetische®rofiling kann zum einen das molekulare Verstandnis der Temstehung
verbessern. Wir kbnnen Faktoren benennen, die devoif befahigen, die Zellzykluskontrolle
zu Uberwinden, das Zellwachstum hemmende Impulseusghalten, ihre Versorgung durch
Angioneogenese sicherzustellen, in das umliegerseeBe zu invadieren sowie
Fernmetastasen zu bilden [Ng et al, 2011]. Ausetidskenntnissen lassen sich letztlich
therapeutische Ansétze entwickeln.

Zum anderen konnen wir mit Hilfe des genetischasfiBrPatientengruppen definieren, die
ein hoheres oder niedriges Risiko z.B. fir Lokattee oder Fernmetastasen aufweisen. Fur
das Glioblastom sind solche Gruppen in experimEmeinsatzen bereits in einzelnen
Untersuchungen definiert worden [Liang et al, 2005]

Bei anderen Tumoren, z.B. beim Mammakarzinom findesfiling-Ergebnisse bereits
Eingang in die Therapie. Mit dem Verfahren Oncofye® der Firma Genomic Health
(www.oncotypedx.comlaiit sich anhand von Expressionsanalysen z.Bexgonliches
Risikoprofil fir Patientinnen mit nodalnegativentrogenrezeptorpositivem invasivem
Mammakarzinom und postmenopausale Frauen mit nosiéiljeem invasivem
Mammakarzinom erstellen. Dabei flie3en verschiedexm@essionswerte (z.B. Ki67, HER2,
Estrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, CyclinB#l)arErmittlung eines Wertes ein, der das

Risiko fur das Entstehen einer Fernmetastasieraog b0 Jahren beschreibt.

Eine @hnliche Vorgehensweise ist auch fur das @&gtbm denkbar, wenn es uns gelingt,
einige prognostisch wertvolle genetische Faktorefirden und deren relative Wertigkeit zu
ermitteln. Die Ermittlung der Expression von MisolaReperatur-Genen kann hier ein

Baustein sein.
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5. Zusammenfassung

Das Glioblastom ist der haufigste und bdsartigsteelgene Tumor des Erwachsenen. Die
schlechte Prognose ist vorwiegend durch die refethdtretenden Lokalrezidive bedingt.
Genetische Untersuchungen von Rezidiven versugalent Tumoren erlauben Ruckschlisse
auf die Genese und Progression dieser Tumore. UBistherweise sind derartige
Untersuchungen sehr selten.

Das DNA-Mismatch-Repair-System (MMR) ist der wigjsie Mechanismus zur Korrektur
von post-Transkriptions- Fehlern in der Erbsubst&efekte im MMR-System spielen eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von maligné&ohstum. Die Bedeutung der MMR-
Faktoren wurde urspringlich anhand des Hereditdkempolypésen Kolonkarzinoms
(HNPCC) entdeckt. Mittlerweile wurde sie fur zaldhee maligne Tumoren nachgewiesen,
u.a. auch fur das Glioblastom. Die wichtigsten MMR}eine sind MLH1, MSH2 und
MSH6. Dabei werden Base/Base Mismatches von dem MM88H6 Komplex erkannt,
worauf die Aktivierung von MLH1 erfolgt. Diese Akterung fuhrt zum Abbau des

Mismatchproduktes durch Exonucleasen. Die fehléeHaNA wird dann korrekt erganzt.

Das Ziel der hier geschilderten Untersuchungen esr die DNA-Mismatch-Reparatur-
(MMR)-Proteine  MLH1, MSH2 und MSH6 bei 42 Glioblam-Patienten zu bestimmen.
Dabei standen jeweils Proben der initialen und Rezidivtumore aller Patienten zur
Verfligung (gepaarte Proben). Die Ergebnisse imialnitund Rezidivtumor wurden
untereinander und mit dem Ki67 Proliferationsind&x67 PIl) verglichen. Zudem erfolgte

eine Uberlebensanalyse im Hinblick auf den Protginessionsstatus.

Es wurden in Formalin fixierte und in Paraffin esfigttete Tumorproben verwendet. Die
immunhistochemischen Farbungen gegen MLH1, MSH2H®8nd Ki67 erfolgten mittels
spezifischer Antikoérper. Die statistische Ausweguerfolgte mittels Chi-Quadrat-Test,

Wilcoxon Test und LogRank-Test (univariate Uberleamnalyse).

Gemal den Ergebnissen der hier vorliegenden Urtausgen ist die Expression von MMR-
Proteinen in Glioblastom-Rezidiven folgendermaliekegnzeichnet:
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» Die Expression von MLH1 ist signifikant geringer Rezidiven (Chi-Quadrat-Test,
p=0,013; Wilcoxon Test, p=0,015).

» Die Expression von MLH1, MSH2 und MSH6 in initialehumoren sowie die
Expression von MLH1 und MSH2 in Rezidiven war siigaint mit dem Ki67 PI
assoziiert (Wilcoxon Test, p<0,02).

» Die Expression von MLH1 und MSH6 in initialen Turearwar signifikant mit dem
Uberleben der Patienten assoziiert (LogRank Te®,Q5; p<0,01).

» Die Expression von MSH2 und MSH6 war nicht sigrafik unterschiedlich in

Rezidiven versus initialen Tumoren.

In Zusammenschau mit der sparlich vorhandenendtiteldeuten unsere Ergebnisse auf eine
bedeutende Rolle der untersuchten MMR-Protein@ligiiGenese und fur die Progression des
Glioblastoms hin. Dabei sind vor allem die ProteMieH1 und MSH6 interessant, da ihre
Expression mit dem Uberleben der Patienten assbiaie

Als Konsequenz der hier geschilderten Untersuchmngerde bereits eine Folgestudie
initiilert und erfolgreich Drittmittel eingeworberDabei wird der MMR-mRNA-Status in
schockgefrorenen Proben untersucht. Ferner wird MeH1- und MSHG6-Protein-Status
immunhistochemisch an einer hohen Anzahl initig&ioblastome untersucht, um eine

multivariate Uberlebensanalyse zu ermdglichen.
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7. Anhang

Tabelle 1: Ergebnisse der Immunhistochemischen Farmg und Uberlebenszeit bei 42

Patienten.

Patienten-

identifikation Geschlecht| Alter | MLH1 i [ MLH1 R | MSH2_i | MSH2_R | MSH6_i | MSH6_R | Ki67P1_i | Ki67Pl_R ULz
1 f 61 0,75 0,79 0,86 0,78 0,15 0,03 0,3 0,3 53
2 m 45 0,92 0,58 0,68 0,57 0,38 0,28 0,25 0,4 181
3 f 62 0,48 0,43 0,77 0,67 0,25 0,15 0,3 0,1 268
4 m 54 0,93 0,93 0,76 0,92 0,22 0,33 0,3 0,15 32
5 m 64 0,81 0,65 0,77 0,67 0,52 0,34 0,3 0,2 43
6 f 65 0,77 0,37 0,42 0,77 0,14 0,58 0,3 0,1 61
7 f 68 0,83 0,65 0,85 0,75 0,15 0,15 0,3 0,4 41
8 m 69 0,85 0,45 0,85 0,62 0,22 0,19 0,4 0,4 40
9 m 38 0,82 0,36 0,83 0,66 0,24 0,15 0,4 0,3 110
10 m 42 0,52 0,32 0,73 0,77 0,21 0,11 0,2 0,1 43
11 m 61 0,66 0,92 0,67 0,91 0,27 0,28 0,3 0,3 75
12 f 67 0,81 0,21 0,62 0,72 0,33 0,22 0,3 0,03 50
13 f 59 0,92 0,85 0,83 0,75 0,24 0,16 0,3 0,2 90
14 f 54 0,96 0,68 0,98 0,62 0,22 0,38 0,3 0,1 42
15 f 89 0,93 0,63 0,92 0,76 0,21 0,12 0,5 0,4 101
16 f 35 0,48 0,77 0,63 0,49 0,38 0,02 0,5 0,15 145
17 m 64 0,83 0,57 0,92 0,82 0,29 0,34 0,5 0,3 32
18 f 43 0,52 0,63 0,54 0,64 0,11 0,07 0,3 0,3 96
19 m 67 0,55 0,92 0,63 0,78 0,23 0,23 0,05 0,5 41
20 m 68 0,72 0,55 0,85 0,43 0,13 0,14 0,3 0,3 40
21 m 64 0,29 0 0,93 0,82 0,77 0,73 0,4 0,7 28
22 f 39 0,71 0,69 0,67 0,66 0,26 0,44 0,3 0,3 56
23 m 67 0,79 0,66 0,81 0,82 0,05 0,32 0,3 0,4 53
24 m 62 0,88 0,33 0,78 0,54 0,15 0,03 0,3 0,2 43
25 m 65 0,82 0,66 0,83 0,67 0,15 0,16 0,4 0,2 62

Legende: f=weiblich; m=mannlich; _i= Expression imnitialen Tumor, _R=Expression

im Rezidivtumor, Ki67 PI=Ki67 Proliferationsindex, ULZ= Gesamt-Uberlebenszeit in

Wochen
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Tabelle 1 (Fortsetzung): Immunhistochemische Farbug und Uberlebenszeit

bei 42 Patienten.

Patienten-

identifikation Geschlecht| Alter | MLH1 i | MLH1_R | MSH2_i| MSH2_R | MSH6_i | MSH6_R | Ki67PL_i | Ki67PI_R ULz
26 f 75 0,97 0,93 0,96 0,92 0,28 0,12 0,4 0,05 16
27 m 42 0,38 0,82 0,62 0,77 0,18 0,13 0,2 0,1 145
28 m 73 0,89 0,55 0,83 0,75 0,32 0,15 0,2 0,5 71
29 m 45 0,97 0,91 0,85 0,89 0,12 0,43 0,35 0,3 45
30 m 62 0,71 0,55 0,72 0,54 0,76 0,33 0,2 0,2 42
31 f 60 0,78 0,44 0,59 0,65 0,27 0,15 0,2 0,2 60
32 m 53 0,73 0,68 0,88 0,86 0,18 0,24 0,25 0,4 102
33 m 59 0,77 0,83 0,85 0,77 0,34 0,47 0,4 0,3 58
34 m 55 0,23 0,33 0,54 0,31 0,03 0,28 0,3 0,2 87
35 m 62 0,64 0,82 0,63 0,62 0,29 0,62 0,25 0,4 91
36 m 60 0,78 0,55 0,76 0,92 0,33 0,17 0,2 0,3 73
37 m 68 0,49 0,42 0,35 0,73 0,28 0,12 0,2 0,1 101
38 f 74 0,83 0,82 0,79 0,78 0,24 0,35 0,2 0,1 58
39 f 56 0,55 0,88 0,72 0,82 0,32 0,66 0,2 0,3 96
40 m 41 0,87 0,54 0,86 0,38 0,11 0,03 04 0,15 57
41 m 66 0,87 0,93 0,69 0,89 0,05 0,24 0,2 0,3 76
42 f 48 0,79 0,96 0,78 0,97 0,23 0,33 0,5 0,2 52

Legende: f=weiblich; m=mannlich; _i= Expression imnitialen Tumor, _R=Expression

im Rezidivtumor, Ki67 PI=Ki67 Proliferationsindex, ULZ= Gesamt-Uberlebenszeit in

Wochen
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8. Lebenslauf

Name
Geburtsjahr
Geburtsort

Adresse

Telefon-Fax
Mobiltelefon

E-mail

Schulbildung
1984-1990

1990-1993
1993-1996

Medizinstudium
10.1996-10.2002

8.2001-7.2002

Juli 1999

Alexandros Doukas
1978

Athen, Griechenland
Adolfstralle 34
24105 Kiel

0431 3858576
015154967834

axlpam@googlemail.com

Grundschule in Athen

Gymnasium in Athen
Lyzeum in Athen , Abschluss mit der Note 18, TNotensystem in
GR: 1-20, sehr gut: 20).

Studium an der Aristoteleio Universitat Thessalonik
(Abschluss mit ,,Sehr gut”). Diplomarbeit 1: Thema
~Schilddrisenkrebs — Chirurgische Therapie®.
Diplomarbeit 2: Thema ,,CIN”.

Praktikumsjahr:

3 Monate Innere Medizin,
3 Monate Chirurgie,

1 Monat Neurologie,

1 Monat Kinderheilkunde,

1 Monat Frauenheilkunde.

Observer in der Abteilung der Gefal3- und Thoraxeolie im
Allgemeinen Universitatskrankenhaus ,EvangelismosAthen.

Regelmalige Teilnahme an Bereitschaftsdienstemderen

37



1999-2002

14.11.2002

Berufserfahrung
5.2.2003-4.5.2003

5.5.2003-5.9.2004

11.11.2004-
29.03.2005
01.12.05-15.03.06

06.04.2006-

Medizin, Chirurgie, Frauenheilkunde, Kinderheilkendleurologie
und Kardiologie des "Hippokrateio” KrankenhausesUniversitat
Thessaloniki

Approbation als Arzt.

Einschreibung in der Arztekammer von Athen

Dreimonatige Tatigkeit als Assistenzarzt im Allgenaa
Kreiskrankenhaus in Karditsa, GR in den Abteiluntan

Innere Medizin,

Chirurgie ,

Kardiologie.

In dieser Zeit Dienst auf den entsprechenden Siatioin den
Ambulanzen, Bereitschaftsdienst und Betreuung votfidpatienten

auf ihrem Transport ins Krankenhaus.

Ableistung des vierzehnmonatigen pflichtlandarhtic Dienstes als
voll approbierter Arzt im Gesundheitszentrum SofaeKarditsa,
GR. Arztliche Primarversorgung der landlichen B&edling, Akut-
und Notfallversorgung, arztliche Betreuung von Miyplatienten
wahrend des Transportes ins Krankenhaus, arzteveuung von
chronisch Kranken, Gesundheitsberatung und medachei VVorsorge,
arztliche Betreuung schulischer Sportveranstaltnnge

In diesem Rahmen regelmalige Ableistung von Beteftsdiensten
dartber hinaus regelmafige Teilnahme an
Fortbildungsveranstaltungen zur Schulung des madiien

Personals des Gesundheitszentrums.

Arzt in der 95. Sanitatsbataillon der Nationalwache
Militarkrankenhaus auf der Insel Rodos, GR

Assistenzarzt in der Allgemeinchirurgie, Kreiskrankaus Karditsa,
Griechenland

Assistenzarzt in der Neurochirurgie, UK-SH, Camiied

(Direktor: Prof. Dr. med. H. M. Mehdorn)
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Wehrdienst
9.2004-9.2005

Sprachkenntnisse

Abgeleisteter Pflichtwehrdienst

Griechisch (Muttersprache)
Englisch
Deutsch
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