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1. Einleitung

1.1. Problemstellung

Meningeome machen etwa 20% aller primaren intrakraniellen Tumore aus (Rachlin
et al.1991). Damit gelten sie als die haufigsten nicht-glialen Tumore des
zentralnervosen Systems. Der Grolteil der Meningeome ist niedriggradig (WHO-
Grad 1) und somit tumorbiologisch grundsatzlich als gutartig einzustufen. Dennoch ist
aufgrund der anatomischen Gegebenheiten intrakraniell oft keine kurative Resektion
maoglich und es ergibt sich daher eine oftmals ungunstige Prognose. Vor allem die
héhergradigen Meningeome, die eine hohe Proliferationstendenz und Zeichen der
histologischen Entdifferenzierung aufweisen, haben trotz chirurgischer Intervention
eine erhdhte Rezidivneigung und eine insgesamt schlechtere Prognose (Sanson et
al. 2000). Die seit langem bekannte hohere Inzidenz des Auftretens dieses Tumors
bei Frauen (Kepes et al.1982), die Progredienz wahrend einer Schwangerschaft
(Roelvink et al.1987) und anderen Hormonumstellungen und die in einigen Arbeiten
signifikante Assoziation zwischen dem Auftreten von Meningeomen und Mamma-
Karzinomen weisen darauf hin, dass weibliche Geschlechtshormone einen Einfluss
auf das Wachstum dieser Tumoren haben (Helseth et al.1989, Jacobs et al 1987,
Schoenberg et al.1975). Die Tatsache, dass sich Meningeome nicht wéhrend der
proliferativen Phase des Menstruationszyklus vergréf3ern, sondern stattdessen
wahrend einer Schwangerschaft und in der lutealen Phase des Menstruationszyklus,
spricht dafiurr, dass weniger die Ostrogene sondern eher die Gestagene positiv auf
das Meningeomwachstum einwirken kénnten.

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass Meningeome den Progesteron-
Rezeptor (PR) exprimieren, es aber bisher nicht ganz klar ist, in wie weit diese
Rezeptor-Expression auf die Proliferation bzw. den Tumorprogress wirkt. Ebenfalls
unklar ist bisher die Regulation der Expression vom PR. Der Einsatz von adjuvanter
hormoneller bzw. antihormoneller Therapien bei Meningeomen wird daher im
Gegensatz zum Mamma-Karzinom noch nicht empfohlen. Ziel der vorliegenden
Arbeit ist es, sowohl die Bedeutung der PR- Expression fur das Meningeom-
Wachstum und die Progression herauszuarbeiten als auch mégliche Signalwege, die

die Progesteronwirkung Uber den PR vermitteln, darzustellen.



1.2. Meningeome

1.2.1. Pathologie und Klassifikation

Meningeome sind definiert als Tumoren, die von den Arachnoidalzellen der
Leptomeningen abstammen (O Rahilly et al.1986). Die heutige Klassifikation erfolgt
nach den Richtlinien der World Health Organization (WHO) (Kleihues et al.2000).
Nach histopathologischen Kriterien werden die Meningeome in die WHO-Grade |-l
eingeteilt.

Die meisten Meningeome (90-95%) gelten als benigne und werden daher dem WHO-
Grad | zugeordnet. Grad I-Meningeome kodnnen nochmals in mehrere
histopathologische Subtypen unterteilt werden: endotheliomatdse, transitionelle,
fiboromatdse, psammomatdse und angiomatése Meningeome. Desweiteren sind noch
zu nennen der mikrozystische, der sekretorische, der metaplastische und der
lymphoplasmocytenreiche Typ.

Grad lI-Meningeome machen etwa 5-7 % aller Meningeome aus. Hierzu gehéren
atypische, clearcell- und chordoide Meningeome. WHO Grad Il Meningeome zeigen
typische histopathologische Charakteristika eines gesteigerten Tumorwachstums in
Form von Kernatypien, Mitosen, gesteigerter Zellzahl, Nekrosen und hirninvasivem
Wachstum. Die Prognose ist sowohl aufgrund des schnelleren Wachstums als auch
aufgrund der gegenuber den Grad | Tumoren haufigeren Rezidive deutlich
schlechter.

Grad llI-Meningeome, deren Unterformen das anaplastische, das papillare und das
Rhabdoid-Meningeom sind, reprasentieren 1-2 % der Meningeome und zeigen noch
ausgepragter die typischen histopathologischen Kriterien der Malignitat bzw. des
gesteigerten Tumorwachstums, die man in deutlich geringerer Auspragung bereits
bei den Grad Il Meningeomen findet.

Die hohergradigen Meningeome zeigen einen ungunstigeren klinischen Verlauf mit
aggressiverem Wachstum und erhohter Rezidivneigung. Aber auch die histologisch
als benigne einzustufenden WHO Grad | Meningeome koénnen rezidivieren und
konnen in Abhangigkeit von der Lokalisation einer operativen Therapie unzugangig
sein, so dass auch Grad | Tumoren einen ungunstigen klinischen Verlauf zeigen

kdnnen.



1.2.2. Epidemiologie und Atiologie

Meningeome geho6ren mit einem Anteil von etwa 20% aller primérer Hirntumore zu
den haufigsten primaren Neoplasien im ZNS (Zulch 1993). Der mit Abstand grofite
Anteil ist der der Grad I-Tumore, die als sehr langsam wachsende Tumore gelten,
allerdings auch eine starke Tendenz zeigen zu rezidivieren (Sanson et al.2000).
Meningeome sind sowohl kraniell als auch spinal lokalisiert, wobei die im Spinalkanal
gelegenen Meningeome mit einem Anteil von 11% den bei weitem geringsten Anteil
darstellen. Haufige Lokalisationen stellen parasagittale Region, Konvexitét,
sphenoidale Region, eingeschlossen des Tuberculum sellae, und Falx dar
(Yamashita et al. 1980).

Die jahrliche Inzidenz der Meningeome betrdgt etwa 6 Tumore pro 100000
Einwohner, das Frauen-Manner-Verteilungsverhaltis liegt bei 2,5:1 fur intrakranielle
Meningeome, und bei 9:1 fur spinale Meningeome (Kepes et al. 1982). Unabhéangig
von ihrer intrakraniellen oder spinalen Lokalisation werden Meningeome meist
zwischen dem 35. und 55. Lebensjahr diagnostiziert. Sehr selten treten sie vor der
Pubertdt oder nach dem 74. Lebensjahr auf (Kleihues 2000). Die meisten
Meningeome wachsen vor allem bei Frauen in der Zeit maximaler Gonadenaktivitat
(Zulch 1993). Etwa 1,5 % der Meningeome treten in der Kindheit bzw. Jugendzeit
gewolhnlich zwischen dem 10. und 20. Lebensjahr auf (Youmans et al 1990), in
dieser Altersgruppe sind mannliche Patienten haufiger betroffen (Mc Black 1993). Bei
jungen Patienten besteht die Tendenz hohergradige und damit aggressivere
Meningeome zu entwickeln (Merten et al.1974). Etwa 19-24% der adoleszenten
Meningeome treten bei Neurofiboromatose-Patienten auf ohne, dass sich hier eine
besondere Geschlechterverteilung abzeichnet (Lusis et al. 2004).

Ungefahr 5-10% der Meningeome zeigen ein multiples Auftreten (Smith et al.1994,
Sheehy et al.1983, Butti et al.1989). Das Auftreten multipler Meningeome ist
charakteristisch fur Patienten mit Neurofiboromatose Typ 2 (Richardi et al.1987). In
einer Studie konnte mit Hilfe von CT-Untersuchungen bei bis zu 40% der Patienten
mehr als ein Meningeom nachgewiesen werden (Borovich et al.1988).

Die Rezidivhaufigkeit der Meningeome ist hoch. Selbst bei den benignen bzw.
niedrig-gradigen Tumoren betrdgt sie abhangig von der Vollstandigkeit der
Meningeomresektion bis zu 29% (Baird et al.1989). Meningeome der WHO-Grade I

und 1ll zeigen noch eine deutlich hohere Rezidivrate. Etwa 50% der atypischen



Meningome (WHO Grad Il) rezidivieren innerhalb der ersten 10 Jahre, bei den
malignen Meningeomen vom WHO Grad Il findet man in 33% nach 5 Jahren, in 66%
nach 10 Jahren und in praktisch 100% nach 15 Jahren ein Rezidiv (Mahmood et
al.1993 und Simpson et al. 1957). Auffallig haufig findet sich bei Rezidiven ein
hoherer Malignitatsgrad als bei den priméar aufgetretenen Meningeomen (Zulch und
Mennel 1975). Im Hinblick auf eine Therapie unter kurativer Intention, besonders bei
den Grad I-Meningeomen, kommt daher einer Abschatzung der Rezidivneigung eine
grol3e Bedeutung zu. Denn moglicherweise ist zur Verringerung dieses Rezidivrisikos
sogar bei den benignen Grad I-Tumoren eine adjuvante Therapie sinnvoll.
Histopathologische Marker, die mit Rezidivhaufigkeit korrelieren, sind bisher
allerdings noch nicht bekannt (Sanson et al. 2000). Auf molekulargenetischer Ebene
wurde bereits ein Prognosefaktor entdeckt. Es handelt sich dabei um LOHSs (loss of
heterozygoty) auf Chromosom 1p (Niedermayer et al.1997, Simon et al.1995). Diese
Deletion findet sich signifikant haufiger bei WHO I/ 1ll-Meningeomen und es gibt
Hinweise, dass sie gut mit der Rezidivhaufigkeit der Tumore korreliert (Leuraud et al.
2004).

Metastasen kommen bei Meningeomen selten vor, bei Grad IlI-Tumoren muss von
einem erhohten Risiko fur Fernmetastasen ausgegangen werden (Enam et al.1996).
In einer Studie, die 56 Menigeome umfasste, wurden ungefahr 0,17%
metastasierende Meningeome beobachtet; davon metastasierten 60% in die Lunge,
34% abdominell und 22% in den Knochen (Kepes et al. 1982). Meningeome vom
malignen bzw. héhergradigen Typ metastasieren etwas haufiger (Enam et al.1996).
In seltenen Fallen kénnen Meningeome auch in Haut und subkutanem Gewebe als
primare Tumore erscheinen (Argenyi et al.1994, Lopez et al.1974, Sadasivan 1991,
Shangsholi 1991).

Es wird angenommen, dass der Genese von Meningeomen sowohl exogene als
auch endogene Faktoren zugrunde liegen, eine eindeutige Ursache ist aber
sicherlich bis heute nicht zu definieren. Viele exogene Faktoren wie Strahlentherapie,
Virusinfektion und Hirntraumata werden als Faktoren diskutiert, die statistisch gehauft
mit dem Auftreten von Meningeomen einhergehen, sogenannte Risikofaktoren. In
mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Risiko flr intrakranielle
Tumoren bei Patienten mit stattgehabtem Hirntrauma signifikant erhoht ist, vor allem
Meningeome treten auch im Vergleich zu anderen Hirntumoren wie den Gliomen

signifikant haufiger nach einem Schadel-Hirntrauma auf (Preston-Martin et al 1998).



Auch eine stattgehabte Bestrahlung des Schadels weist einen statistisch
signifikanten Zusammenhang auf. Der Zeitpunkt des Tumorauftretens erweist sich
dabei als dosisabhangig (Mack et al.1993). In einer Untersuchung von Kindern, die
mit low voltage Radiotherapie der Tinea capitis behandelt wurden, konnte gezeigt
werden, dass im Erwachsenenalter signifikant haufiger intrakranielle Tumore, vor
allem Meningeome, auftraten (Ron et al. 1988). Bestrahlungsinduzierte Meningeome
konnten auch bei Kindern, die aufgrund von Leukamie oder primarem Hirntumor
bestrahlt wurden, festgestellt werden (Mack et al.1993). Meningeome, die
vermutlicherweise als Folge von Radiotherapie auftreten, zeigen haufiger atypische
oder anaplastische Histologien und aggressivere Wachstumstendenz (Mack et
al.1993).

Als endogene Faktoren fur die Entstehung von Meningeomen werden hormonelle
Faktoren und eine genetische Pradisposition angenommen. Genetische Disposition
spielt besonders bei dem Krankheitsbild der Neurofioromatose Typ Il eine Rolle. Bei
dieser Erkrankung treten typischerweise beidseitige Akkustikusneurinome auf, man
sieht dabei allerdings auch gehauft Meningeome (Baser et al. 2003). Weniger gut
untersucht ist der Zusammenhang von seltenen vererbten Tumorsyndromen wie
Gorlin- oder Cowden-Syndrom mit Meningeomen, allerdings wird von haufiger
auftretenden Meningeomen berichtet. Bei dem Cowden-Syndrom findet man neben
Meningeomen gehauft auch Gefal3-Malformationen wie vendse Angiome und
kaverntse Angiome (Lok et al. 2005).

1.2.3. Klinik und Therapie

Mit einem Anteil von etwa 1-2% aller neu diagnostizierten Tumorerkrankungen
gehoéren die primaren Hirntumore sicherlich zu den eher seltenen Neoplasien
(Prados und Levin 2000). Allerdings machen sie immerhin 3-5% aller Krebstodesfélle
aus (Fine et al 1994), was auf die Problematik der zum Teil sehr schwierigen
Therapie hinweist.

Meningeome stellen wie erwahnt etwa 20 % der primaren intrakraniellen Tumore dar
und haben trotz aggressiver chirurgischer Intervention oft eine hohe Rezidivrate.
AulBerdem konnen viele Tumore an strategisch ungunstiger Stelle oft nicht kurativ

reseziert werden.
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Klinisch treten Meningeome entweder durch eine fokale neurologische Symptomatik,
je  nach Lokalisation in Form von Paresen, Dysasthesien oder
Koordianationsstorungen, oder durch eine unspezifische Hirndrucksymptomatik mit
Kopfschmerzen, Erbrechen, psychopathologischen Erscheinungen oder einer
Okkulomotorikstérung in Erscheinung. Ein Teil der Meningeome wird allerdings auch
im Rahmen von bildgebenden Untersuchungen aus anderer Indikation zufallig
entdeckt, z.B. wenn nach intrakraniellen Metastasen gesucht wird. Die
Differenzierung von Metastasen und Menigeomen kann dann oft auch schwierig sein
(Tagle et al. 2002).

Als Therapie der Wahl gilt bei Meningeomen, wenn mdglich, nach wie vor die
komplette chirurgische Resektion des Tumors (Black et al.1993, d’Ambrosio et al.
2003). Nach inkompletter Resektion und auch bei hohergadigen Meningeomen ist
allerdings eine weitere Therapie notwendig, die im folgenden kurz skizziert werden
soll. Aktuell gilt bei wiederauftretenden oder inkomplett resezierten Meningeomen die
Radiotherapie als Standardtherapie, da weder Chemotherapie noch auf Hormon-
Therapie basierende Strategien bisher den noétigen Effekt zeigen konnten (Sanson et
al. 2000). Eine Studie konnte zeigen, dass 88% der Patienten mit inkompletter
Tumorresektion und adjuvanter Radiotherapie nach 8 Jahren noch lebten, dagegen
Uberlebten nur 48% der Patienten die lediglich inkomplett reseziert wurden. Noch
deutlicher und auch statistisch signifikant ist der Vorteil der Radiotherapie nach
inkompletter Resektion bei der Therapie des ersten Rezidivs, 78% der zusétzlich
bestrahlten Patienten leben noch nach 8 Jahren, dagegen tberleben lediglich 11%
der nicht bestrahlten Patienten mit inkomplett reseziertem Meningeom-Rezidiv 8
Jahre (Miralbell et al. 1992). Bei Patienten mit inoperablen Tumoren vermag die
Bestrahlung in etwa 38% die neurologische Symptomatik signifikant zu verbessern,
eine alleinige Bestrahlung fihrt allerdings im Vergleich zur Kombination aus
Operation, wenn auch inkomplett, zu einer signifikant schlechteren Prognose, 77%
der Patienten leben nach 10 Jahren bei kombinierter Behandlung, nur 48%
uberleben 10 Jahre mit alleiniger Bestrahlung bei inoperablen Tumoren. Bei
kompletter Tumoresektion erbringt eine adjuvante Bestrahlungstherapie keine
signifikanten Vorteile (Glaholm et al. 1990). Diese Daten zeigen, dass die
entscheidende kurative Therapie die komplette chirurgische Resektion des Tumors
darstellt, die Radiotherapie erbringt lediglich einen palliativen Effekt, der allerdings

z.T. sehr effektiv ist und durchaus, wenn auch keine Heilung, aber ein
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Langzeitiberleben ermdglichen kann. Die gleichen Ergebnisse zeigen auch aktuelle
Studien zur Therapie von Menigeomen, vor allem unter Bricksichtigung der neuen
differenzierten mikrochirurgischen Techniken (d’Ambrosio et al. 2003).

Eine weitere Therapieoption ist eine systemische Chemotherapie mit Hydroxyurea,
welches Apoptose in Meningeomen induzieren kann und so im Falle von nicht
operablen Meningeomen und groRen Resttumoren nach Operationen eingesetzt
werden kann (Schrell et al. 1997). Als andere chemotherapeutische Optionen gelten
die Kombination aus Adriamycin und Dacarbazine oder Ifosfamide. Uberzeugende
signifikante Effekte durch Chemotherapien konnten allerdings bis heute nicht
verzeichnet werden (Sanson et al. 2000).

Als weitere systemische Therapie-Optionen, vor allem zur Behandlung der
inoperablen oder nur inkomplett-resezierbaren Tumore werden sowohl
immunologische Therapien als auch hormonelle Therapien untersucht. So konnte
nach Gabe von Interferon in Meningeom-Tumormodellen ein zytostatischer Effekt
verzeichnet werden (Koper et al. 1991). Interessant im Zusammenhang mit
systemischen Hormon-Therapien ist die Tatsache, dass Meningeome den
Progesteron-Rezeptor (PR) exprimieren. Da dies ein zentraler Punkt der
vorliegenden Arbeit ist, wird auf den PR in den nachfolgenden Abschnitten
ausfuhrlicher eingegangen. An dieser Stelle sei aber bereits erwahnt, dass in einer
Studie gezeigt werden konnte, dass die Gabe von RU 486, einem Progesteron-
Rezeptor-Antagonisten, zu einer Tumorverkleinerung bei Meningeomen fuhren kann
(Grunberg et al. 1994).

Andere Therapieansatze konzentrieren sich auf die in Meningeomen exprimierten
Wachstumsfaktoren (Friend et al.1999). Beispielweise konnte gezeigt werden, dass
die Modulation von Wachstumsfaktoren wie GH/Insulin like growth factor-1 (IGF1)
einen signifikanten Effekt auf das Menigeomwachstum hat. So reagieren diese
Tumoren auf die Gabe des GH-Rezeptor-Antagonists Pegvisomant bei
Untersuchungen am Tiermodell mit einer Reduktion des Wachstums und in manchen
Fallen sogar mit einer Tumorregression (McCutcheon et al.2001). Monoklonale
Antikérper gegen EGF-R, einem Wachstumsfaktor-Rezeptor der ebenfalls in einem
Teil der Meningeome exprimiert wird, stellen mdglicherweise eine weitere

Therapieform zum Aufhalten der Tumorprogression dar (Crombet et al.2001).
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1.3. Der Progesteron-Rezeptor in humanen Meningeomen

Bereits im Jahre 1979 konnte konnte erstmals die Expression von weiblichen Steroid-
Hormon Rezeptoren, namlich von Ostrogen-Rezeptoren (ER), in humanen
Meningeomen nachgewiesen werden (Donnell et al. 1979). In folgenden Arbeiten zu
dieser interessanten Entdeckung zeigte sich dann allerdings, dass nur ein eher
geringer Anteil der Meningeome den ER wirklich exprimieren. Im Gegensatz dazu
fand sich in bis zu 87% der untersuchten Meningeome eine Expression des
Progesteronrezeptors (PR), nicht jedoch des ER (Blankenstein et al. 1995).
Interessanterweise zeigte sich bei weiblichen Patienten eine signifikant haufigere
Expression des PR als bei mannlichen Patienten. Ob dieser Unterschied eine
biologische Relevanz besitzt, ist bis heute unklar.

Bei weiterer Charakterisierung der zunachst als Progesteron-bindenden Proteine
bezeichneten Eiweilmolekile  im Rahmen von  chromatographischen
Untersuchungen konnten neben einer bisher nicht identifizierten Isoform die auch im
Uterusgewebe nachweisbaren Isofomen A und B des PR in Meningeomen
nachgewiesen werden. Man muss also davon ausgehen, dass die Progesteron
bindenden Proteine in Menigeomen tatsachlich den Progesteronrezeptoren
entsprechen (Graham et al. 1996).

Wie bereits oben erwéhnt findet sich nur in etwa 12-13% eine Expression des ER, im
Gegensatz dazu exprimieren aber bis zu 87% der Menigeome den PR. Es kommt
also offensichtlich zu einer autonomen, vom ER unabhéangigen Expression des PR in
Meningeomen. Im Gegensatz dazu ist die Expression des PR beispielsweise in
Uterus- oder Tubengewebe abhangig von Ostrogenen die iiber den ER wirken
(Blankenstein et al. 2000).

Ein wichtiger Aspekt bzw. eine wichtige Frage ist also, wie die Expression des PR in
Menigeomen reguliert wird. Eine Méglichkeit waren alternative Splice-Varianten der
ER mRNA, so dass zwar die Wirkung des ER in der Zelle vorhanden ist, das ER
Protein aber den Nachweismethoden mittels Western-Blot oder ELISA entgeht.
Mdgliche Splice-Varianten mit Verlust von Exon 4 (Koehorst et al. 1994) oder Verlust
von Exon 5 (Fuqua et al. 1991) konnten allerdings nicht flr diesen oben genannten
Effekt verantwortlich gemacht werden. Interessanterweise exprimieren zahlreiche
Meningeome grol3e Mengen an ER mRNA, die ER Proteine kdnnen allerdings nicht

nachgewiesen werden. Mdglicherweise entziehen sich ER Unterformen, wie z.B. ER-
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alpha oder ER-beta Protein dem Nachweis mittels immunologischer Methoden oder
Liganden-Bindungs-Assays (Carroll et al. 1999).

Eine andere Madglichkeit zur Erklarung des Phanomens des Fehlens des ER-
Proteins in Meningeomen wéaren Punktmutationen im ER-Gen. Doch im Rahmen von
PCR Untersuchungen konnte keine Punktmutationen im ER nachgewiesen werden
(Blankenstein et al. 2000).

Interessanterweise konnte in einer Arbeit in allen 14 untersuchten Meningeomen ein
Protein nachgewiesen werden, welches nicht dem ER entspricht, wohl aber an das
Estrogen-responsive-Element (ERE) bindet (Koehorst et al. 1993). Dieses Protein ist
allerdings bisher nicht weiter charakterisiert worden. Der Promotor des PR-Gens
enthalt dariberhinaus nur ein halbes ERE, so dass die Bedeutung dieser Daten
weiterhin unklar ist (Blankenstein et al. 2000).

Neben der Regulation des PR in Menigeomen ist auch die Bedeutung der PR-
Expression in Meningeomen unklar. In Anbetracht der haufigen PR-Expression sowie
aufgrund der beobachteten Aggravierung der Kklinischen Symptomatik durch
Menigeome in Perioden hoher Progesteron-Spiegel, z.B. in der Schwangerschatft,
erfolgte der Einsatz von Progesteron-Rezeptor-Antagonisten im Rahmen von kleinen
Pilot-Studien (Grunberg et al. 1994) und Fallberichten (Sharif et al. 1998).
Uberzeugende Effekte konnten bisher nicht erzielt werden, eine groRere Studie mit
dem PR-Antagonisten Mifepriston lauft allerdings noch, so dass noch keine
abschlieRenden Aussagen gemacht werden kdnnen (Blankenstein et al. 2000).
Neben den therapeutischen Méglichkeiten spielt der PR in Meningeomen auch als
prognostischer Marker neben Tumor-Grad und Mitose-Index eine Rolle (Hsu et al.
1997). Immunhistochemische Untersuchungen mit MIB-1 und TGF-alpha sind den
eben genannten prognostischen Markern allerdings tberlegen (Hsu et al. 1994).

In Zellkulturen verlieren Meningeom-Zellen schnell die PR-Expression und es kommt
zu einer hohen Proliferationsaktivitat der Tumorzellen. Zusammen mit der Tatsache,
dass die Expression des Anti-Apoptose Faktors Bcl-2 vor allem bei geringer PR-
Expression am hochsten ist, kann man daher annehmen, dass der PR bzw.
Progesteron Apoptose induzieren kann und somit flr das eher langsame Wachstum

des Grol3teils der Meningeome verantwortlich sein kann (Tonn et al. 1997).
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1.4. ErbB2 in Meningeomen

ErbB2 (HER2/neu) ist ein transmembraner Wachstumsfaktor-Rezeptor, der zur
Familie der Typ | Rezeptor Tyrosinkinasen gehort, die als HER oder ErbB bekannt
sind (Yarden et al.2001). Vier Mitglieder dieser Familie sind identifiziert: erbB1
(epidermal growth factor receptor, EGFR), erbB2 (HER2/neu), erbB3 (HER3) und
erbB4 (HERA4). Sie besitzen alle intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivitat (van der Geer et
al.1994).

ErbB2 kodiert flr ein transmembranes Glykoprotein (Phosphoprotein) mit einem
Molekulargewicht von 185kDa (gp185) (Gullick et al.1987, Press et al.1990). Es weist
starke Homologie mit dem Rezeptor fur den epidermalen Wachstumsfaktor EGF auf
(Yamamoto et al.1986). Das erbB2 Genprodukt funktioniert als Rezeptor fur mehrere
strukturell verwandte Liganden, darunter die Hereguline (Holmes et al. 1992), die neu
Differenzierungsfaktoren (Wen et al. 1992) und gliale Wachstumsfaktoren
(Marchionni et al. 1993).

Das erbB2 Gen wurde urspringlich in mit Nitroso-Harnstoffen induzierten Ratten-
Neuroblastomen als transformiertes Onkogen entdeckt. Das Ratten-homologe erbB2
Gen zeigte in den Ratten-Neuroblastomen eine Punktmutation welche zu einem
Austausch von Valin zu Glutamat an Position 644 fiuhrte. Diese Punktmutation flhrt
zu einer Kkonstitutiven Aktivierung und damit malignen Transformation in
Neuroblastomen, das entdeckte Onkogen wurde daher als neu bezeichnet
(Bargmann et al.1988, Muller et al.1988, Sikes et al.1992). Die in der
Transmembranregion seiner onkogenen Form befindliche Schlisselmutation erhéht
die Neigung der Rezeptormonomere, Dimere zu bilden. Als Dimerisierung wird die
Assoziation zweier Rezeptor-Monomere bezeichnet. Bei der Dimerisation kdnnen die
Rezeptor-Tyrosinkinasen nicht nur mit einem anderen homologen erbB-Typ
dimerisieren (Homodimer-Bildung), sondern ebenfalls mit einem heterologen erbB-
Typ eine Dimer-Bindung eingehen (Heterodimer- Bildung). Mutationen innerhalb der
Transmembran-Domane von Ratten-neu resultierten in Homodimerisierung, was die
permanente Rezeptorkomplex-Aktivierung zur Folge hatte (Weiner et al.1989).

Die auf dem langen Arm von Chromosom 17 (17921) lokalisierte Gensequenz von
erbB2 oder HER2 im humanen Genom zeigt in bis zu 80% Ubereinstimmung mit neu,
so dass es sich bei erbB2 um das menschliche Homolog von neu handelt. Daher
findet sich haufig die kombinierte Bezeichnung HER2/neu (Maguire et al. 1989).

15



Die aquivalente Position der oben im Ratten-Model beschriebenen Punktmutation im
humanen Gen ist Valin 659. Der experimentelle Ausstauch von Valin sowohl gegen
Glutamat als auch gegen Aspartat fihrt ebenfalls zur onkogenen Aktivierung durch
Hochregulation der Tyrosinkinase-Aktivitdt in-vitro (Segatto et al. 1988).
Interessanterweise sind allerdings bisher keine solche Mutationen im erbB2 Gen in
primaren humanen Tumoren identifiziert worden (Bruce et al. 1996). Dafir findet man
allerdings Uberexpressionen des Transkriptes und des Genproduktes welche meist
mit einer Genamplifikation assoziiert sind. Uberexpressionen des normalen nicht
mutierten erbB2 Gens sind wiederum in der Lage einen malignen Phéanotyp in
NIH/3T3 Zellen zu induzieren (DiFiore et al. 1987). Daruberhinaus ist eine erbB2
Gen-Amplifikation mit geringerem Uberleben und mit dem Auftreten von Rezidiven in
Patienten mit Brust- und Ovarial-Carcinomen assoziiert (Slamon et al. 1989).

Wie bereits im vorausgehenden Abschnitt 1.3. beschrieben ist das Wachstum von
Meningeomen offensichtlich abhangig von Steroidhormonen und ihren Rezeptoren.
Aber auch Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren spielen offensichtlich bei
Meningeomen eine wichtige Rolle fir das Wachstumsverhalten bzw. die
Tumorprogression (Adams et al.1991, Maxwell et al.1990 und Nitta et al.1991). Es
konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Wachstumshormonen zu einer
signifikanten Steigerung der Wachstumsrate von Meningeomen fuhrt und die
Blockade der Wachstumsfaktor-Rezeptoren zur Inhibition des Tumorwachstums,
bzw. sogar zur Tumorregression fuhren kann (McCutcheon et al.2001).
Daruberhinaus besitzen viele Meningeome Rezeptoren fur den epithel growth factor
(EGF), den spezifischen Liganden vom EGF-Rezeptor (HER 1) (Adams et al.1990,
Koper et al.1990, Reubi et al.1989, Weisman et al.1986, Westphal et al.1986,
Weisman et al.1987). Meningeome sind wie Gliome durch eine Uberexpression von
EGFR charakterisiert (Crombet et al.2001). Ergdnzend dazu wurde bei Adams et al.
(1990), Koper et al. (1990) und Weisman et al. (1986) beschrieben, dass dieser
einen stimulierenden Effekt auf das Zellwachstum und die DNA-Synthese in
Meningeomzellen in Kultur hat. Neben Gliomen zeigen auch Meningeome eine
Uberexpression der neu/c-erbB2-mRNA  (Schwechheimer et  al.1994).
Immunhistochemisch konnte in einer Arbeit in allen 35 untersuchten niedriggradigen
Meningeomen eine Expression von erbB2 Protein nachgewiesen werden,
interessanterweise war die Expression von erbB2 in den atypischen (héhergradigen)

Meningeome schwacher, invers dazu zeigten die benignen Meningeome im
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Vergleich zu den hdhergradigen Tumoren eine deutlich schwéachere p53 Expression
(Bruce et al. 1996). Eine erbB2 Genamplifikation oder Mutation konnte in keinem der
untersuchten Meningeome nachgeweisen werden (Bruce et al. 1996). Zwischen den
verschiedenen histologischen Subtypen der benignen Meningeome konnte kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der erbB2 Expression gefunden werden
(Schlegel et al. 1993).

Die Expression von Wachstumsfaktor-Rezeptoren unterliegt in verschiedenen
Geweben der Kontrolle von Steroiden. Beispielweise kann in PR-positiven
Meningeomen die EGF-Aktivitat durch die Anwesenheit von Progesteron gesteigert
werden (Koper et al.1990). Das Antiprogestin RU 486 kann die EGF-Stimulation
reduzieren bzw. beenden.

Auch im Falle von ER-positiven Mamma-Karzinom-Zelllinien zeigt sich eine
Abhangigkeit von Steroiden bei der c-erbB2-Expression (Read et al.1990).

Weitere maligne Erkrankungen, in denen eine erbB2 Uberexpression nachgeweisen
werden konnte, stellen neben dem Mamma-Karzinom Tumoren der Gallenblase (27-
63%), des Pankreas (31-80%), der Lunge (nicht-kleinzelliges Bronchial-Karzinom)
(13-55%), der Ovarien (18-43%), des Endometriums (10-52%), des Kolorektums (33-
85%), der Niere (22-36%), des ZNS (16-50%), des Magens (21-64%), des
Oesophagus (10-26%) und der Prostata (5-46%) dar. Die Rolle der HER2-
Uberexpression innerhalb der Pathogenese dieser Tumore ist allerdings noch zu
wenig untersucht (Menard 1999, Hynes et al.1994, Klapper et al. 1999).

Zumindest bei Mamma-, Pankreas-, Magen- und Kopf-Hals-Karzinomen zeigt sich
die erbB2-Uberexpression assoziiert mit einer schlechteren Prognose (Lohrisch et
al.2001).

Beim Mamma-Karzinom ist die erbB2-Expression bisher sicherlich am besten
untersucht. Niedrig differenzierte Mamma-Karzinome zeigen starke Expression von
EGFR und c-erbB2 (Niewiadomska et al.2000). Es findet sich eine Uberexprimierung
von erbB2 bei 25-30% der invasiven Mamma-Karzinome und bei 50% der
inflammatorischen Mamma-Karzinome (Menard 1999). Damit spielt es
maoglicherweise eine entscheidende Rolle in deren Pathogenese (Menard 1999).
Uberexpression zeigt sich auBerdem bei 60-70% des prainvasiven duktalen
Carcinoma in situ der Mamma, daruberhinaus wird in der Gruppe der erbB2
Uberexprimierenden Mamma-Karzinome von einem erhohten Rezidivrisiko

ausgegangen (Allred et al.1992, Liu et al.1992).
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Die erbB2-Uberexpression im Mamma-Karzinom Kkorreliert mit gesteigerter
Aggressivitat der Erkrankung und schlechterer klinischer Prognose (Ross et al.1998,
Bezwoda et al.2000). Im Detail bedeutet das starke Nekrotisierung innerhalb des
Tumors, Infiltration der Lymphknoten, gesteigerte mitotische Aktivitat, negativer ER-
Status und Abwesenheit von Bcl-2 (Menard 1999). Keine Assoziation konnte
zwischen erbB2-Uberexpresion und TumorgroRe, Durchblutung, proteolytischen
Enzymen oder Phosphatase-Spiegeln nachgewiesen werden (Slamon 2000).

ErbB2 entpuppte sich sowohl als prognostischer Marker als auch als geeignetes Ziel
fur die Therapie aggressiver Mamma-Karzinome (Press et al.1993, Slamon et
al.1987). Der Entdeckung eines rekombinanten humanen anti-HER2-Antikorpers,
dem Trastuzumab (Herzeptin), folgte die Entwicklung einer anti-HER2-Therapie.
Prospektive Studien konnten bei alleiniger Therapie mit Trastuzumab von
vorbehandelten Patientinnen mit fortgeschrittenem Mamma-Karzinom Ansprechraten
von 15% zeigen (Cobleigh et al.1999). Im Vergleich dazu zeigte sich eine gesteigerte
Ansprechrate und verbessertes mittleres Uberleben wenn Trastuzumab mit
Doxorubicin oder Paclitaxel als first-line Therapie des metastasierten Mamma-
Karzinoms gegeben werden (Norton et al.1999). Basierend auf diesen
Untersuchungen ist in den USA die Gabe von Trastuzumab bei Frauen mit
fortgeschrittenem Mamma-Karzinom, welches HER2 Uberexprimiert, zugelassen. Die
bisher relevanteste und limitierende Toxizitat, die mit der Trastuzumab-Gabe
verbunden ist, ist die Kardiotoxizitat (Norton et al.1999).

Obwohl  bisherige klinische und experimentelle Daten die zumindest
mitverursachende Rolle von erbB2 bei der Initiierung oder Progression von Tumoren
wie dem Mamma-Karzinom eindeutig zeigen, ist der spezifische Mechanismus, Uber

den erbB2 reguliert wird, bisher noch unbekannt. (Penuel et al.2001).

1.5. Der JAK-STAT-Signalweg

Im Rahmen von Untersuchungen zum Verstandnis der von Interferon (IFN) —alpha
und —gamma induzierten transkriptionellen Aktivitat konnte ein neuer Signalweg zur
Ubertragung von Signalen von der Zelloberfliche zur DNA bzw. zu den Genen im
Zellkern identifiziert werden. Diese neue Signalkaskade wurde der JAK-STAT

Signalweg genannt (Darnell et al. 1994). Die SignalUbertragung beginnt damit, dass,
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nachdem ein spezifischer Ligand an einen transmebranen Rezeptor gebunden hat,
die mit dem Rezeptor assoziierte Janus Kinase (JAK) einen Tyrosin-Rest eines oder
mehrere Faktoren einer Familie von zytoplasmatischen Transkriptionsfaktoren
phosphoryliert (Wilks et al. 1986 und 1991). Diese Transkriptionsfaktoren wiederum
transduzieren das Signal in den Zellkern und aktivieren die Transkription. Aus diesem
Grund spricht man auch von signal transducers and activators of transcription den
sog. STAT Proteinen (Shuai et al 1993). Diese STAT Proteine spielen eine duale
Rolle, zunéchst stellen sie als Transduktionfaktoren das Substrat fir die Janus
Kinasen dar, nach der Phosphorylierung und nuclearen Translokation wirken sie
dann als Transkriptionsaktivatoren (Zhong et al. 1994). Wahrend IFN-alpha und IFN-
gamma als die ersten Polypeptid-Liganden beschrieben wurden, die diesen
Signalweg aktivieren, weil man heute, dass eine Reihe anderer Liganden den JAK-
STAT Signalweg aktivieren (Schindler und Darnell 1995). Zu diesen Liganden
gehoren neben der Interferon-Familie auch die Interleukine, Kolonie-stimulierende
Faktoren (G-CSF, GM-CSF), das humane Wachstumshormon (growth hormone, GH)
und Rezeptor-Tyrosin Kinasen wie EGF (epithel growth factor) (Bartley et al. 1994,
deSauvage et al. 1994, Chua et al. 1991).

Die Janus Kinasen reprasentieren eine Familie von I6slichen Tyrosinkinasen, die vor
allem in der Signaltransduktion von Zytokinen eine Rolle spielen (Darnell et al. 1994).
Vier unterschiedliche Typen konnten bisher identifiziert werden: JAK 1, JAK 2, JAK 3
und TYK 2. Strukturell bestehen alle vier Kinasen aus 7 konservierten Doméanen und
einer Sequenzidentitat von 35-45%. Dartberhinaus besitzen alle 4 Kinasen jeweils 2
Tandem Tyrosin-Kinase Domanen (Schindler und Darnell 1995). Der Name Janus-
Kinasen ist von der Gottheit aus der romischen Mythologie hergeleitet und bedeutet
ubersetzt “zwei Gesichter®. Damit sind die in jedem Molekil vorhandenen zwei
Kinasedoménen gemeint: JH1 und JH2, sie werden als katalytische- und als Pseudo-
Kinase-Domane bezeichnet. Die genaue Funktion der JH2-Doméne wird noch
diskutiert (Imada et al.2000). Normalerweise sind die Kinasen in ruhenden Zellen
katalytisch inaktiv, aber sie sind assoziiert mit den zytoplasmatischen Domé&nen der
zugehdrigen Membranrezeptoren. Durch das Binden der Liganden an die
Rezeptoren kénnen sie schnell aktiviert werden (Pelligrini et al. 1997). Alle Janus
Kinasen bis auf JAK 3 werden in fast allen Geweben exprimiert, entsprechend der
weiten Verteilung der Zytokin-Aktivitat. JAK 3 scheint vor allem in myeloischen und

lymphatischen Geweben exprimiert zu werden (Schindler und Darnell 1995).
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Von den STAT Proteinen, die ihren Namen nach der dualen Funktion mit der
Signaltransduktion im Zytoplasma und der Transkriptionsaktivierung im Nukleus
erhalten haben, sind bisher 7 bekannt: STAT1 bis STAT6 mit den von
unterschiedlichen Genen kodierten STAT 5a und 5b (Darnell et al.1997, Leonard und
O Shea 1998). lhre Struktur setzt sich aus verschiedenen Domé&nen zusammen,
welche unterschiedliche Funktionen besitzen. Der C-Terminus beinhaltet einige
Schlusselelemente, die fur die STAT-Aktivierung und Funktion wichtig sind (Wen et
al.1995, Wen und Darnell 1997). Innerhalb der C-Terminus-Region befindet sich
weiterhin die Transaktivierungs-Doméne, mit deren Hilfe, die Transkription in Gang
gesetzt werden kann. Splice-Varianten wie STAT1( und STAT3R, fehlt die C-
Terminus-Region, so dass sie die Funktion der Stat-Proteine mit voller LAnge oder
auch der a-Formen blockieren kdnnen (Bromberg et al.1996).

Die SH2-Domaéne (=src-homology 2) reguliert die Dimerisierung der STAT Proteine
und ihre Aktivierung durch Tyrosinphosphorylierung (Bromberg und Darnell 2000).
Nur wenige Transkriptionsfaktoren besitzen diese Domane, sie kbnnen so zwei
Funktionen austben: Umwandlung des zytoplasmatischen Signals zum einen und
Wirkung als Transkriptionsfaktor zum anderen. So kann ein Signal von der
Zelloberflache direkt in ein genetisches Programm umgewandelt werden. STAT-
Proteine Ubertragen ein Signal von der Zelloberflache nicht nur in den Zellkern,
sondern nehmen direkt an der Genregulation teil (Darnell et al.1997, Ihle et al.1995).
Die DNA-Bindungsdoméane sitzt in der N-Terminus-Region der STAT Proteine,
ebenso wie die Region, die die Oligomerbildung zweier STAT-Dimere vermittelt
(Horvath et al. 1995, Xu et al.1996, Vinkemeier et al.1996).

STAT1 und STAT2 wurden im Rahmen der Entdeckung des Jak-Stat-Signalweges
als erste als durch Interferone aktivierte Transkriptionsfaktoren entdeckt (Darnell et
al.1994 und Shuai et al.1993). STAT1 existiert in zwei Formen: Statl alpha und
StatlR (Schindler et al.1992). STAT2 zeigt starke Ahnlichkeit mit STAT1, wird aber
von einem anderen Gen kodiert (Fu et al.1992). Einige Transkriptionsfaktoren haben
eine Doppelfunktion, ihnen ist es sowohl méglich Transkription zu aktivieren als auch
zu unterdricken. Dies ist abhangig von den jeweiligen Promotoren, die entweder
Koaktivatoren oder Korepressoren mobilisieren (Ogbourne und Antalis 1998, Torchia
et al.1998). So wird STAT1 neben einer synergistischen Aktivierung einiger Gene in
Antwort auf IFN gamma auch fur die Repression anderer Gene in Antwort auf IFN

gamma bendtigt (Ramana et al. 2000). So konnte auch eine wachstumshemmende
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Funktion von STAT1 dokumentiert werden (Bromberg et al.1998, Bromberg et al
1996, Xu et al.1998). In Knock-out-Mausen konnte gezeigt werden, dass das Fehlen
von STAT1 zur Tumorprogression fuhrt; STAT1 daher eher Tumor-Supressorfunktion
besitzt (Kaplan et al.1998). Interessanterweise kann dartiberhinaus eine Aktivierung
des STAT-Signalweges durch die Induktion von ICE (=Interleukin-1 beta converting

enzyme) Apoptose induzieren (Chin et al.1997).

Es konnte gezeigt werden, dass der JAK-STAT Signalweg mit der malignen
Progression von humanen Tumoren, eingeschlossen verschiedener maligner
Lymphome und Leukamien sowie solider Tumore assoziiert sein kann (Migone et
al.1995, Gouilleux-Gruart et al.1996, Weber-Nordt et al.1996, Zhang et al 1996).
Uber den JAK-STAT Signalweg in humanen Meningeomen ist bisher wenig bekannt.
Interessanterweise konnte aber gezeigt werden, dass Interferone, die wie oben
bereits ausfuhrlich beschrieben Uber den JAK-STAT Signalweg wirken kdnnen, einen
starken Wachstums-hemmenden Effekt auf Meningeome in-vitro haben kdnnen
(Magrassi et al. 1999). Eine Expression von STAT 1, 3 und 5 mRNA in humanen
Meningeomen wurde bereits nachgewiesen. In einer weiteren Studie konnte gezeigt
werden, dass JAK 1 und JAK 2 sowie vor allem STAT 1 und STAT 2, aber auch
STAT 3, 5 und 6 auf Proteinebene in humanen Meningeomen exprimiert werden
(Magrassi et al 1999). Verglichen mit normalem Dura-Gewebe zeigte sich in den
meningealen Tumoren eine deutlich starkere Expression der oben genannten
JAK/STAT Proteine. Die Janus Tyrosin Kinasen JAK 3 und TYK 2, die vor allem in
lymphatischem Gewebe und in Blut exprimiert werden, konnten in Meningeomen
nicht nachgewiesen werden. Statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Expression der verschiedenen JAK-STAT Proteine zwischen verschiedenen
Meningeom-Typen fanden sich nur fir STAT 6, wenn man transitional-Zell Tumoren,
die eine deutlich hohrere STAT 6 Expression aufwiesen, mit fiboromatésen und
menigothelialen Tumoren verglichen hat. Sowohl in Meningeomen als auch in Dura-
Gewebe fand sich eine Phosphorylierung der STAT Proteine. Sowohl eine
Aktivierung mit PDGF (platlet derived growth factor) als auch eine Aktivierung mit
Prolactin, dessen spezifischer Rezeptor in bis zu 50% der Meningeome exprimiert
wird, sowie mit Interferon-alpha konnte eine Phosphorylierung der STAT Proteine 1-5
durch JAK 1 und 2 in Menigeomen hervorrufen (Magrassi et al. 1999). Uber diese
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Arbeit hinaus ist bisher allerdings wenig Uber die Expression von JAK-STAT in
Meningeomen bekannt (Cattaneo et al.1998, Schrell et al.1998).

Auch im Mamma-Karzinom sind STAT1 und mdglicherweise andere STAT Proteine
exprimiert (Watson et al.1995). Im Unterschied zum normalen Mammagewebe sind
STAT Proteine im neoplastischen Gewebe starker exprimiert (Watson et al.1995).
STAT-Aktivierung in humanen Mamma-Karzinom-Zelllinien korreliert mit hoher EGF-
Rezeptor- und c-src-Expression sowie —Aktivitat (Garcia und Jove, 1998). Aktivierung
von STAT scheint demnach mit maligner Transformation assoziiert zu sein. Weiterhin
wird STAT-Aktivierung auch in Tumor-infiltrierten Lymphknoten entdeckt. STAT-
Proteine kénnten demnach evtl. als Marker onkogener Transformation zur Diagnose
einiger Tumore von Bedeutung sein (Bowman et al.2000).

Mehrere Studien beschrieben, dass verschiedenste Onkoproteine (ber die
Aktivierung spezifischer STAT Proteine wirken (Garcia und Jove 1998, Yu et
al.1995). Inzwischen sind viele zellulare und virale Onkogene bekannt, die einzelne
Mitglieder der STAT-Familie aktivieren. Beispielsweise werden STAT Proteine von
Src — Familienmitgliedern und damit zusammenhangenden Kinasen wie Lck und
vFps aktiviert (Garcia et al.1997, Nielsen et al.1997, Yu et al.1997). V-Ras und der
IGF1-Rezeptor (Zong et al.1998) und c-Eyk/ v-Eyk (Besser et al.1999, Zong et
al.1996) zeigen vor allem eine Aktivierung von STAT 3 in Fibroblasten und in

geringem Mal3e auch STAT1-Aktivierung.

1.6. Auftreten von Meningeomen und gynakologischer Erkrankung

Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Meningeomen und
gynakologischen Erkrankungen zeigt sich vor allem in der Assoziation von
Meningeomen und dem Mamma-Karzinom. Bisher sind zahlreiche Falle mit dem
Auftreten beider Tumore berichtet worden, wobei intrakranielle Lokalisationen oder
auch der histopathologische Subtyp keine spezifische Pradominanz zeigten (Lieu et
al. 2003).

Bereits 1975 wurde erstmals eine Assoziation zwischen dem Auftreten von
Meningeomen und Mamma-Karzinomen beschrieben (Schoenberg et al. 1975). In

einen umfangreichen Untersuchung an 324 Frauen konnte erstmals 1978 ein
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signifikanter Zusammenhang zwischen meningealen Tumoren und Mamma
Karzinomen gezeigt werden (Posner et al. 1978).

In zahlreichen weiteren Studien konnte dieser signifikante Zusammenhang bestatigt
werden (Rubinstein et al.1989, Burns et al.1986, Jacobs et al.1987, Knuckey et
al.1989). Einige Autoren bestreiten allerdings diesen Zusammenhang (Jacobs et
al.1992) und erklaren das gehaufte gemeinsame Vorkommen der beiden Neoplasien
damit, dass Meningeome und Mamma-Karzinome einfach haufig sind und daher
natirlich auch ofter gemeinsam auftreten konnen. Eine direkte “pathogenetische
Verbindung“ wurde in diesen Arbeiten nicht gefunden (Salvati et al.1996).

Die aber oft doch bestatigte Assoziation zwischen Meningeom- und Mamma-
Karzinom-Auftreten fihrt zu der Frage, ob ein gemeinsamer pathogener
Mechanismus existiert. Epidemiologische Aspekte und Kklinischer Verlauf
untermauern diese Hypothese. Denn wie bereits ausfuhrlich beschrieben, gelten
Meningeome als haufig auftretende Neoplasien, deren Geschlechtsverteilung
auffallig ist. Mit einem Verhaltnis von mindestens 2:1 treten sie doppelt so haufig bei
Frauen wie bei Mannern auf. Der Tumor tritt meist innerhalb des 5. Und 6.
Lebensjahrzehntes auf (Burns et al.1986). Wenn man das langsame Wachstum der
meisten Meningeome bertcksichtigt, missen sie sich daher wéahrend der Phase
maximaler reproduktiver Aktivitat entwickeln (Goffin et al.1986). Darlberhinaus sind
diese Tumoren dadurch charakterisiert, dass sie wahrend bestimmter Phasen
hormoneller Veranderungen, wie z.B. einer Schwangerschaft, gesteigerte
Symptomatik und gesteigertes Grofienwachstum zeigen (Bickerstaff et al.1958,
Roelvink et al.1987). AuRerdem exprimieren die meisten Meningeome den
Progesteron-rezeptor (PR). Daher mag die Vermutung berechtigt sein, dass
Meningeome zu den hormonabhangigen Tumoren z&hlen (Goffin et al.1986).

Zu den hormonabhangigen Neoplasien gehéren unter anderen auch das Mamma-
Karzinom und das Endometrium-Karzinom. Tumore, die wie das Mamma- und das
Endometrium-Karzinom ein hormonabhangiges Wachstum zeigen, sind fir eine
grof3e Zahl von Todesfallen verantwortlich. So starben 1999 43.000 Menschen am
Mamma-Karzinom und 6.400 Menschen am Endometrium-Karzinom (Leslie et
al.1999). Mit ca. 175.000 Neuerkrankungen in Deutschland pro Jahr ist das Mamma-
Karzinom die haufigste maligne Erkrankung der Frau (Leslie et al.1999). Insgesamt
macht es 28% aller Karzinome aus (Smith-Behn et al.1992). Auf die Verteilung der
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Steroid-Hormon-Rezeptoren im Mamma-Karzinom-Gewebe wurde bereits in
Abschnitt 1.3. genauer eingegangen.

Die Entwicklung neurologischer Symptome bei Mamma-Karzinom- Patientinnen
werden haufig zun&chsteinmal Metastasen dieser Karzinome im ZNS zugeschrieben.
Mamma-Karzinome metastasieren nach Lungenkarzinomen am zweithaufigsten ins
Gehirnparenchym oder in den spinalen Epiduralraum und entwickeln so progressive
neurologische Symptome (Rubinstein et al.1989). Das klinische Dilemma, welches
durch die Assoziation von Mamma-Karzinom und Meningeom verursacht wird, ist in
einigen Fall-Berichten gut nachvollziehbar (Markopoulos et al.1998, Di Bonito et
al.1993, Knuckey et al.1989, Salvati et al.1996, Zon et al.1989). Hier werden
Mamma-Karzinom-Patientinnen dargestellt, die einige Jahre nach der totalen
Resektion ihres Mamma-Karzinoms trotz oftmals fehlender Rezidivbildung des
Primartumors neurologische Symptome in Form von Hirndruck, Anfallsymptomatik
und fokalen neurologischen Symptomen entwickelten. Aufgrund der Vermutung,
Metastasen seien die Ursache, wurde in diesen Fallen auf eine weitere Diagnostik
verzichtet und die Patientinnen erhielten unterschiedliche Formen der Mamma-
Karzinom-Therapie (Radiotherapie, Chemotherapie), welche keine Verbesserung der
Symptomatik erzielen konnte.

Mit Hilfe von CT und MRT koénnen Metastasen von Meningeomen unterschieden
werden. So kann ein Meningeom als Ursache der neurologischen Symptomatik
entdeckt und im folgenden mit Erfolg operativ entfernt werden.

In 85% der Félle wird das Mamma-Karzinom zuerst entdeckt. Mit einem
durchschnittlichen Zeitabstand von 6 Jahren tritt dann als zweite Neoplasie das
Meningeom auf (Knuckey et al. 1989). Die Tendenz, dass sich das Mamma-
Karzinom zuerst manifestiert und erst im Abstand von einigen Jahren das
Meningeom Klinisch symptomatisch wird, spiegelt wohl am ehesten das langsame
Wachstum der Meningeome wider. In seltenen Fallen kann auch eine
Metastasenbildung innerhalb eines Meningeoms auftreten (Di Bonito et al.1993).

Bei der Behandlung neurologischer Symptome bei Mamma-Karzinom-Patientinnen
ist die Kenntnis dartber, dass nicht nur Metastasen Ursache fur eine neurologische
Symptomatik sein kdnnen, von Bedeutung. Denn eine Koexistenz multipler primarer
Tumore, benigne oder maligne, findet man bei ungefahr 2,8% der Patienten mit
Neoplasien (Doron et al.1987). Meningeome reprasentieren immerhin 19% aller
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Tumoren des ZNS und gehdren damit zu den haufigsten intrakraniellen Tumoren
tberhaupt (Kleihues 2000).
Da sich viele Meningeome als multiple Meningeome darstellen, ist zu bedenken,
dass auch multiple intrakranielle Lasionen nicht unbedingt Metastasen darstellen
missen (Mehta et al.1983).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits einleitend dargestellt gibt es Hinweise dafir, dass Meningeome &ahnlich
wie  Mamma-Karzinome ein  hormonabhangiges Wachstum bzw. eine
hormonabhangige Progredienz zeigen. DarlUberhinaus zeigen sie wie Mamma-
Karzinome eine Expression sowohl vom PR als auch vom erbB2 Onkoprotein.
Obwohl die oben genannten Parallelen und Assoziationen zwischen Meningeomen
und gynakologischer Erkrankungen bzw. Hormonrezeptor-Expressionen gut bekannt
und oftmals beschrieben wurden, so ist sowohl die Bedeutung des PR als auch die
Wirkungsweise bzw. Signalvermittlung in Meningeomen nur unzureichend bekannt.
In der vorliegenden Arbeit soll daher die Bedeutung der Progesteron-
Rezeptorexpression fur das Meningeomwachstum bzw. die Progression
herausgearbeitet werden. Dazu wurde die PR Expression mit dem Tumorgrad, als
ein Zeichen des Tumorwachstums bzw. der Tumorprogredienz, korreliert. Dies soll
einen Anhalt fur die Bedeutung der PR Expression in niedriggradigen versus
héhergradigen Meningeomen geben und so indirekt Hinweise fur die Bedeutung bei
Tumorwachstum- und Progression liefern. In Anbetracht der Tatsache, dass es sich
um einen Hormonrezeptor handelt, ist dartberhinaus interessant ob sich ein
entsprechendes hormonabhéngiges Wachstums- bzw. Progressionsverhalten
nachweisen lasst. Daher wurde in diesem Zusammenhang die gynakologische
Komorbiditat und eine hormonelle Medikation in Abh&ngigkeit von Tumorgrad und
PR Expression als Hinweis fur ein Hormon- und damit mdglicherweise Progesteron-
Rezeptor abhangiges Wachstum untersucht.

Da neben der Bedeutung der PR Expression auch die Wirkungsweise bzw. die
Signalvermittlung des PR in Meningeomen ebenfalls nicht hinreichend geklart ist,
wurde die PR Expression auch in Zusammenhang mit der Expression von dem
sowohl in Mammakarzinomen als auch in Meningeomen exprimierten
Wachstumsfaktorrezeptor erbB2 und mit dem ebenfalls in Mammakarzinomen und
Meningeomen bedeutsamen und auch hormonabhangigen Jak-Stat Signalweg

untersucht.

26



3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Meningeome

Das Meningeommaterial, das als Datenmaterial fur die immunhistochemischen und
molekulargenetischen Untersuchungen und den klinischen Teil verwendet wurde,
stammt von den Patienten, die innerhalb der Jahre 1982 bis 1998 in der
Neurochirurgischen Abteilung der Universitatsklinik Marburg an einem Meningeom
operiert wurden. Mit Hilfe eines Aktenerhebungsbogens wurden nach Durchsicht der
jeweiligen Patientenakte  Geburtsdatum, Diagnose, Operationsdatum und
gynékologische Anamnese erfasst. Fur den klinischen Teil der Arbeit wurden
Frageb6gen zur Vervollstandigung und Aktualisierung der gynékologischen
Anamnese an die Patientinnen verschickt. Diese Daten wurden mit der Tumorbank
der Abteilung fur Neuropathologie der Philipps-Universitat Marburg abgestimmt, die
die Operationspréparate aller Meningeome dieser Studie enthélt. Das entsprechende
Meningeomgewebe liegt in Paraffin eingebettet als Paraffinbldckchen vor. Mit Hilfe
eines weiteren Erhebungsbogens wurden diese in der neuropathologischen
Abteilung gelagerten Meningeomblockchen nach Eingangsdatum und ihrer
histologischen Diagnose geordnet.

Entsprechend der Meningeomverteilung in der Bevélkerung und der Qualitat und des
Vorhandenseins der Paraffinblockchen wurde ein Patientengut von 95
Meningeompatienten herausgesucht.

Als Grundlage fur die RT-PCR diente Gefrierschnittmaterial von 25 Meningeom-
Gefrierblocken, die bei einer Temperatur von — 70° C aufbewahrt wurden.

3.1.2. Chemikalien und Geréate

Alle in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Chemikalien wurden - soweit nicht

anders vermerkt — von der Firma Boehringer, Ingelheim, Deutschland bezogen.
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Von der Firma Quiagen, Hilden, Deutschland stammen die Tag-DNA-Polymerase
und das RNA-Isolations-Kit. Hexanukleotid-Primer, Moloney-Murine-Leukemia-Virus
(M-MLV) Reverse Transkriptase, 2 Deoxynukleosid 5 Triphosphatase (ANTPs) und
der DNA-Grolenmarker sind von der Firma Boehringer, Mannheim, Deutschland.

Die PCR fand in einem PTC-100-Thermocycler von MJ-Research Inc., Waterston,
Mass., USA statt. Die Gelelektrophoresekammern stammen von Biorad, Hercules,
CA, USA und die Power-Units von Pharmacia CKB, Freiburg, Deutschland. Bei dem
Mikrotom handelt es sich um ein Schlittenmikrotom vom Typ Leica SM 2000R.

3.1.3. Puffer und Lésungen

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Puffer wurden nach vorliegenden

Protokollen wie in nachfolgender Tabelle zusammengestellt gebraucht.

Puffer Zusammensetzung

PBS-Puffer (pH 7,4) 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na2HPO4; 1,4 mM KH2PO4

TBE-Puffer 89 mM Tris; 89 mM Borséaure; 0,2 mM EDTA
TE-Puffer (pH 8,0) 10 mM Tris (pH 8,0); 1mM EDTA (pH 8,0)
DNA-Ladepuffer 95%Foramid, 10mM NaOH, 0,05% Bromphenol Blau, 0,05% Xylen-Cyanol

Zitrat-Puffer (pH 6,0) 2,1 g/l Zitrat, 13 ml 2mol NaOH

Tabelle 1: Puffer

Alle eingesetzten Lésungen sind in Tabelle 2 aufgeflhrt.

LOosungen
Ethanol, 10 %ig
Salpetersaure, 1 %ig

Silbernitratldsung, x %ig
NaCoO3, 0,28M
Essigsaure, 10 %ig

DAB (Zusammensetzung)

Tabelle 2: Losungen
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3.1.4. Oligonukleotide

Die nachfolgend in der Tabelle aufgefiihrten Oligonukleotide wurden fur die

Polymerase-Kettenreaktion als Primer eingesetzt. Sie wurden von der Firma MWG-

Biotech, Ebersberg, Deutschland synthetisiert.

Oligonukleotid | Produktlange |Schmelz- | Nukleotidsequenz
(Basenpaare) | Temp. (°C) | forward primer Sequenz
reverse primer Sequenz
herbB2 156 bp 57,1 5" - GGAGACCCGCTGAACAATAC -3
5 - GTCCTTCCACAAAATCGTGTC — 3°
hStatl 232 bp 58,2 5 - GCACCGTTTGAGGAGAGC - 3°
5" - CAGCCTGGAACTTGGTCTG - 3°
hstat2 150 bp 57,6 5 - GGACAAAAGGAGAAAGGAGGTG -3
5" - TCCAACCCGTGGTCAATG - 3°
hjak1 227 bp 58,1 5" - CGACAATGAGCAGTCAGTGTG - 3°
5

" - CCAGGAGAGCCATCCCTA -3

Tabelle 3: Oligonukleotide der RT-PCR

3.1.5. Antikorper

Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden Antikorper gegen den PR, erbB2,

die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT2 und gegen Jakl eingesetzt. Sie sind in

Tabelle 4 zusammengefasst.

Antikérper Polyklonal/ Human gerichtet gegen | Firma
monoklonal

PR-AK monoklonal hs rabbit Dako

Jak1-AK monoklonal hs mouse Santa Cruz

Stat —AK monoklonal hs mouse Santa Cruz

Stat2-AK monoklonal hs mouse Santa Cruz

neu-AK monoklonal hs mouse Santa Cruz

Tabelle 4: Antikdrper fur die Immunhistochemie
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3.2. Methoden

3.2.1. Extraktion der Ribonukleinsauren

Alle Arbeitsschritte zur Isolierung von Ribonukleinsdure (RNA) wurden mit
gesonderten RNAse freien Materialien und Lésungen durchgefihrt.

Die RNA-Isolierung wurde mit Hilfe des RNA-Isolations-Kits der Firma Quiagen,
Hilden, Deutschland nach dem darin beigeftigten Protokoll durchgefuhrt.

RNA wurde aus dem gefrorenen Meningeomgewebe der 26 als Gefrierbléckchen
konservierten Praparate isoliert, indem die gefrorenen, im Durchmesser etwa 1cm
grol3en Tumorgewebsfragmente mit Hilfe von flissigem Stickstoff in einem Morser
zerkleinert wurden. Dieses gewonnene Material wurde nun anhand des im Kit-
Handbuch enthaltenen Protokolls lysiert, um die RNAsen zu inaktivieren und mit Hilfe
des Puffersystems verdinnt. Die Probe wurde in eine Saule pipettiert, die eine Gel-
Membran enthalt (gel-bared-membran), diese trennt die RNA von dbrigen
Bestandteilen. Die RNA wurde in RNAse freiem Wasser ausgewaschen.

3.2.2. Synthese der komplementaren DNA

Fur die Erststrangsynthese der komplementaren DNA (cDNA) wurden 250ng RNA —
wie unter 3.2.1. beschrieben isoliert — eingesetzt.

Zur Auflésung der Sekundarstrukturen wurde die RNA zunéchst bei 70°C 10 min
lang denaturiert (PCR Maschine). Anschliel3end fand die Anlagerungsreaktion der
zufallig generierten Hexamer-Oligonukleotide in einem Reaktionsgemisch mit 50mM
Tris-HCI, 75 mM KCI, 3mM MgCl, 20mM DDT, 250 uM jedes dNTP und 0,5 pl des
Hexanukleotidgemisches bei RT in einem Volumen von 20 pl statt. Funf Minuten lang
lie@ man dies bei Raumtemperatur stehen (Anlagerungs-Reaktion=Primer-
Annealing).

Die Strangverlangerungsreaktion (=Primer-Extension) wurde durch Zugabe von 75U
MMLV Reverser Transkriptase durchgefihrt, bei 37°C 1h 30min, anschlielRend wurde
bei 90°C uber 5 min erhitzt. Die Synthese des zweiten Stranges erfolgte im initialen

Zyklus der nachfolgenden Polymerasekettenreaktion (PCR).
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3.2.3. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion fand in einem Reaktionsgemisch, das nachfolgend
beschrieben wird, mit einem Endvolumen von 20 pl in einem Eppendorf-
Reaktionsgefal} statt.

Das Reaktionsgemisch fir jede Probe setzte sich aus 2,5 ul des Erststrangansatzes,
10 mM Tris-HCI, 75 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 200 pM dNTP, 0,4 U Tag-DNA-
Polymerase und 0,4 ul Primer (auf 15 puM verdinnt) zusammen mit einem
Endvolumen von 50 ul. Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in dem bereits
erwahnten PTC100-Thermocycler durchgefihrt.

Nach einem beginnenden Denaturierungsschritt bei 94°C fir 5 min wurden 30-34
Zyklen mit unterschiedlichen Temperaturen (je nach Oligonukleotid-Primer)
durchgefiihrt. Jedem Zyklus lag aber folgende Reihenfolge zugrunde: Zuerst der
Denaturierungsschritt in jedem der 30-34 Zyklen (bei 94° C 1min lang), dann der
Schritt der Anlagerung (Temperatur je nach Primer unterschiedlich siehe Tabelle 3,
1min lang) und schliel3lich die Strangverlangerung bei 72° C fir 1min 30sec.

Im abschlieBenden Zyklus — nach Vollendung der 30-34 Zyklen — wurde die
Strangverlangerung bei 72°C auf 10min ausgedehnt. Damit ist die Polymerase-

Kettenreaktion abgeschlossen.

3.2.4. Elektrophorese

Zu 10pl jedes PCR-Produktes wurden 2ul Loading Buffer hinzugefiigt und in die Slots
eines vorher gegossenen nicht denaturierten PAA-Gels hineinpipettiert.

Das Gel liel man bei 125 V fir 45min laufen. Es wurde anschlieBend nach
folgendem Prinzip silbergefarbt: 5min lang lag das Gel in 10%igem Ethanol, es
oxidierte 3min lang in 1%iger Salpetersaure, wurde 20min lang in 12mM Silbernitrat
inkubiert und mit Hilfe einer 0,28M Na-Carbonat-Lsg. (+ Formalin) erfolgte die
Reduktion solange bis die Banden erschienen. Die Reaktion wurde mit 10%iger
Essigsaure gestoppt (2min). Das Gel kam dann in destilliertes Wasser (2min). Zum
Schluss wurde es auf Filterpapier aufgezogen und luftgetrocknet.

31



3.2.5. Immunhistochemie

3.2.5.1. Durchfuhrung der Immunhistochemie

Die erwahnten 95 in Paraffin eingebetteten Meningeompraparate wurden nach der
Immunperoxidase-Reaktion immunhistochemisch untersucht.

Mit einem Schlittenmikrotom (Leica SM 2000R) wurden von jedem Praparat 12-20
Schnitte mit einer Schnittdicke von 2-4 utom hergestellt. Diese Schnitte wurden auf
mit APES beschichtete Objekttrager aufgezogen und zur besseren Fixierung auf den
Objekttragern fur 12-24 h in den Brutschrank (37°C) gestellt.

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Meningeompraparate wurden mit
Hilfe des Vectorstain ABC-Elite-Peroxidase-KITs, Vector Laboratories , durchgefuhrt.
Die Immunperoxidase-Farbemethode basiert auf der Bildung eines Strept-Avidin-
Biotin-Komplexes. Zuerst wurden die Schnitte entparaffiniert (2 x 5min in Xylol) und
anschlieBend in der absteigenden Alkoholreihe (2 x 5min in 100%igem-, 2 x 3min in
96%igem- und 2x3min in 70%igem Alkohol) hydratisiert. Die endogene
Peroxidaseaktivitdt wurde mit Hilfe eines H,O,-Methanol-Gemisches (1ml 30%iges
H,O, auf 100ml Methanol) blockiert (20min). Die Praparate wurden mit PBS-Puffer
gepult und anschliel3end je nach Antigenlokalisation in Zitratpuffer in der Mikrowelle
(20min) vorbehandelt oder nicht (siehe Tabelle 5). Anschlieend erfolgte die
Inkubation der Schnitte mit in PBS-Puffer verdiinntem Normalserum (50ul auf 2500pl
PBS), 20min bei RT. Im néachsten Schritt wurde mit dem Primarantikbrper
(Verdunnung siehe Tabelle 5) inkubiert, 30-45 min (je nach AK, siehe Tabelle 5) bei
RT. Zwischen den folgenden Schritten wurde jeweils zweimalig mit PBS-Puffer
gespllt: Inkubation mit biotinyliertem Zweit-AK, 30min bei RT; Inkubation mit
Peroxidase-Komplex (Vectastain-Elite-ABC-Peroxidase-Komplex), 35min bei RT.

Mit Hilfe des Substrates 3,3 -Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB) wurde die
AK-Reaktion sichtbar gemacht (Lsg A: 10ml PBS + Pipettenspitze H,O,; Lsg B:1ml
DAB + 9ml PBS; Pipettenspitze aus Lsg A zu Lsg B). Die Praparate wurden mit
Hamalaun gegengefarbt, 10min mit Hilfe von Leitungswasser geblaut, Gber die

aufsteigende Alkoholreihe entwassert und zum Schluss eingedeckt.

32



AK Vorbehandlung Verdinnung Inkubationsdauer
PR — AK Mikrowelle (800W fir 20 min) 1:30 30 min
Jakl — AK keine Vorbehandlung 1:30 35 min
STAT1 - AK keine Vorbehandlung 1:30 35 min
STAT2 — AK keine Vorbehandlung 1:30 35 min
Neu — AK keine Vorbehandlung 1:25 45 min

Tabelle 5: Behandlung der Antikorper

3.2.5.2. Auswertung der Immunhistochemie

Zur detaillierten Bestimmung der positiven bzw. negativen Reaktion der Praparate ist
eine quantitative Erfassung der angefarbten Zellen erforderlich. Dieses wurde durch
Auszahlen der Zellen erreicht. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines
Hakchenokulars. Das Tumorgewebe jedes Praparates wurde in 6 Areale eingeteilt,
die in 400facher VergréRerung am gefarbten Schnitt mit Hilfe der H&akchen
ausgezahlt wurden. Es wurden immer die Strukturen vermerkt, auf die die Spitze der
Hakchen zeigte und festgehalten, wieviele der insgesamt 20 Hakchen auf einen
angefarbten Zellkern/ bzw. auf ein angefarbtes Zytoplasma und wieviele auf eine
unangefarbte Struktur zeigten.

Es konnte so durch prozentuale Auswertung der gesamten Areale eines Préparates
die Positivitat oder Negativitdit bezogen auf das Vorhandensein des jeweiligen
Antikorpers festgestellt werden. Genauere Differenzierung (Qualitat) innerhalb der
positiven Praparate in schwach angefarbte und stark angefarbte erfolgte nach dem
sogenannte IRS nach Remmele. 1986 fuhrte Remmele auf einem Consensus-
Meeting von Pathologen und Gynakologen zur einheitlichen Definition fir den
immunhistochemischen Ostrogenrezeptor-Nachweis im Mammakarzinomgewebe
den sogenannten Immunreaktiven Score (=IRS ) ein. Dieser bericksichtigt sowohl
die Farbeintensitat (Staining Intensity = Sl) als auch den Prozentsatz der positiven
Zellen (PP). Da dem PP besondere Bedeutung zukommt, wurde vereinbart, den

Anteil der positiven und der stark positiven Zellen gesondert auszuweisen. So kam
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es zu dem fir die allgemeine Anwendung vorgeschlagenen modifizierten IRS, der

auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

Autor S| — Einteilung PP — Einteilung Hypothetischer
Maximalwert
Remmele 0 = keine Farbereaktion 0 = keine positiven Zellen 3x4=12
L 1 = schwache Farbereaktion 1 = <10% positive Zellen
Modifikation L ap: . . _ 0 "
(10.10.86) 2 = maRige Farbereaktlon 2 =10-50% positive Zellen
T 3 = starke Farbereaktion 3 = 51-80% positive Zellen
4 = >80% positive Zellen

Tabelle 6: Auswertung der Immunhistochemie (entnommen aus: Remmele
et al.1987)

3.2.6. Klinische Datenerhebung

Der in 3.1.1. bereits beschriebene Aktenerhebungsbogen diente neben der
Erfassung der innerhalb der Jahre 1982 bis 1998 operierten Meningeompatienten
desweiteren der Kenntnis Uber Operationsdatum, Rezidivauftreten,
Meningeomlokalisation, Symptomatik und kurzer gynékologischer Anamnese soweit
aus der neurochirurgischen Patientenakte ersichtlich.

Der in 3.1.1. ebenfalls erwahnte Fragebogen wurde zur Erganzung der
gynakologischen Anamnese an die Frauen, von denen auch Meningeomgewebe
immunhistochemisch untersucht wurde, verschickt. Im folgenden werden die
einzelnen Fragen des Fragebogens kurz erlautert.

Die Frage 1 nach dem Vorhandensein einer gynékologischen Begleiterkrankung
wurde gestellt, um Information Uber moglicherweise zusatzlich zum Meningeom
bestehende gynakologische Erkrankungen zu erhalten. Im Fragebogen wurde
differenziert zwischen Lokalisation der Erkrankung (Mamma, Uterus, Ovar) einerseits
und zwischen malignem oder benignem Leiden andererseits. Zu den Operationen bei
benignem Leiden wurde Hysterektomie und Ovarektomie gezahlt. In Frage 2 und 3
wurde mit der Frage nach der Einnahme von Hormonpraparaten nach einem
weiteren Parameter, der zu hormoneller Veranderung fihrt, gefragt. Es sollte
beantwortet werden, ob ein Hormonpraparat eingenommen wurde bzw. wird und aus
welchem Grund. Die Patientin mit Hormonpréparat wird als Konsumentin bezeichnet,

wenn sie das Praparat 3 Jahre und langer eingenommen hat. Frage 4, 5, 6 und 7
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wurden gestellt, um die gynékologische Anamnese bezlglich Regelanamnese und
Kinderanzahl zu vervollstandigen. Frage 8 sollte die familiare Tumoranamnese

erheben.

3.2.7. Statistik

Die Datenerfassung und nachfolgende Rechenoperationen der Immunhistochemie
erfolgte mit dem Excel-Programm, Version 1997, und dem SPSS-Programm Version
10.0.

Mit Hilfe von statistischen Rechenoperationen konnten die anhand von
Immunhistochemie, Aktenerhebungs- und Fragebogen gewonnenen Daten
ausgewertet werden.

Es wurde die Regressionsanalyse und der U-Test verwendet. Mit Hilfe der
Regressionsanalyse sollte die Art eines moéglichen Zusammenhanges zwischen den
immunhistochemisch untersuchten Parametern PR, erbB2, Jakl, Statl und Stat2
aufgedeckt werden. Statistisch konnte so der jeweilige Regressionskoeffizient
ermittelt werden. Der U-Test ist ein nichtparametrischer Test, der hier angewendet
wurde, da es sich bei der Verteilung der Daten um keine Normalverteilung handelt.
Mit Hilfe des U-Testes sollten Vergleiche von Expressionsstarken abh&angig vom
Tumorgrad durchgefiihrt werden. Es wurden jeweilige Signifikanz, Prufgrof3e und
jeweiliger Rang ermittelt. Die Expressionsstarken gingen als numerische Werte ein.
Grundlage der numerischen Werte stellt das Remmele-IRS-Schema dar.

Klinische — anhand von Aktenerhebungs- und Fragebogen gewonnene — Daten
wurden zunéchst deskriptiv dargestellt und dann mit Hilfe des U-Tests mit der PR-

Expressionsstarke verglichen.
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4. Ergebnisse

4.1. Alters- und Geschlechtsverteilung und histologische Subtypen

Insgesamt wurden 95 Meningeome von Patienten, die innerhalb der Jahre 1982 bis
1998 in der Neurochirurgischen Abteilung der Universitatsklinik Marburg operiert
wurden, untersucht.

Die Zusammensetzung der untersuchten Meningeome entspricht mit einem
Verhéltnis von 2:1 dem in der Bevolkerung vorliegenden Frauen-Manner-Verhaltnis.
Die untersuchte Patientengruppe besteht wie aus den Abbildungen 3 und 4
ersichtlich aus 29 maéannlichen Patienten (entspricht 30,5%) und 66 weiblichen
Patientinnen (entspricht 69,5%) mit dem Durchschnittsalter von 58 Jahren.

Haufigkeit .
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Abbildung 3: Geschlechtsverteilung der immunhistochemisch untersuchten
Meningeome (Haufigkeit in Pozent)
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Altersverteilung
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Abbildung 4: Altersverteilung Frauen-Manner gesamt (Haufigkeit in Prozent)

Hinsichtlich des Geschlechtes zeigen sich in der Altersverteilung nur minimale
Abweichungen von der Gesamtzahl der Patienten. Die Daten werden hier nicht extra
aufgefuhrt.

Die 95 Meningeome verteilen sich auf 86 benigne, 7 atypische und 7 anaplastische
Meningeome. Die benignen Tumore lassen sich zu 61,7% (n=53) dem
endotheliomatésen, zu 11,1% (n=9) dem fibromatdsen, zu 9,9% (n=8) dem
transitionellen, zu 6,2% (n=5) dem psammomatdsen und zu 4,9% (n=4) dem
angiomatdsen Subtyp zuordnen. 6,2% (n=5) der WHO-Grad I- Meningeome konnten
keinem histologischen Subtyp zugeordnet werden.

Abbildung 5 gibt einen Uberblick der histologischen Verteilung bezogen auf die

gesamten Meningeome.
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Verteilung der histologischen Subtypen
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Abbildung 5: Prozentuale Verteilung der Subtypen aller
immunhistochemisch untersuchten Meningeome
(a = angiomatds, e = endotheliomatos, f = fibromatds,
p = psammomatds, t = transitionel)

4.2. Bedeutung des Progesteron-Rezeptors fur das Meningeom-Wachstum

4.2.1. Progesteron-Rezeptorexpression

Die positive Immunreaktion reichte von einigen gefarbten Zellkernen bis zur
Anfarbung von mehr als der Halfte des Tumors. Wie aus Abbildung 6 ersichtlich
zeigen 18 der insgesamt 95 Meningeome (18,9 %) keine Reaktion, 46 zeigen eine
schwach postive (48,4%), 22 eine malig positive (23,2%) und 8 zeigen eine stark
positive Reaktion (8,4%) fur den PR. Die Immunreaktivitat zeigt sich streng nuklear.
Mamma-Karzinom-Gewebe galt als positive Kontrolle und zeigte eine klare nukleare
Immunreaktivitéat. Eines der 95 Praparate (1,1%) fiel aufgrund ungenigender

Auswertbarkeit bei schlechter Schnittqualitat aus der Wertung heraus.
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PR - Expressionstarken
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Abbildung 6: Ubersicht der PR-Expressionstarke bei allen
immunhistochemisch untersuchten Meningeomen
(0 = keine Expression, 1 = schwache Expression, 2 = mafiige
Expression, 3 = starke Expression)

Die PR-Immunreaktivitat fiel bei den Meningeompraparaten der weiblichen Patienten

im Vergleich zu denen der mannlichen Patienten tendentiell etwas starker aus.

Expressionsstarke Keine schwach manig Stark
Reaktion

Frauen 20% 45% 26% 9%

Manner 18% 57% 18% 7%

Tabelle 6: PR-Expression: Frauen-Méanner im Vergleich

Weiterhin zeigte sich interessanterweise zwischen den niedriggradigen und den
héhergradigen Meningeomen ein deutlicher Unterschied in der PR-Expression. 69
(85,2%) von den 81 niedriggradigen Meningeomen waren maRig bis stark PR-positiv,
dagegen zeigen nur 3 (42,9%) von den 7 atypischen und 4 (57,1%) von den 7
anaplastischen Tumoren eine positive Immunreaktion. Damit zeigen also nur 7 der
14 hohergradigen Meningeome (50%) Uberhaupt eine Immunreaktivitat. Dieses ist
auch aus der nachfolgend abgebildeten Tabelle 7 ersichtlich.
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Expressionsstérke keine Schwach maRig stark | fehlend total
Reaktion

WHO-Grad-| 11(13,6%) | 41(50,6%) | 20(24,7%) | 8(9,9%) | 1(1,2%)| 81(100%)

WHO-Grad-II 4(57,1%) | 2 (28,6%) | 1 (14,3%) - 7 (100%)

WHO-Grad-|II 3(42,9%) | 3 (42,9%) | 1 (14,3%) - 7 (100%)

WHO-Grad-II/llI 7 (50%) | 5(35,7%) | 2 (14,3%) - 14 (100%)

Tabelle 7. PR-Expression nach WHO-Grad

Beispielhaft wird in Abbildung 7 ein fiboromatdses Meningeom mit entsprechend

kraftiger nuklearer Immunreaktivitat gezeigt und im Vergleich dazu in Abbildung 8

eine schwachere Immunreaktivitat bei einem WHO-Grad IlI-Meningeom.

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen den einzelnen histologischen Subtypen

und der PR-Expression. Die dazugehdigen Daten sind nicht abgebildet.

Abbildung 7

Meningeom WHO Grad |, PR Expression
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Meningeom WHO Grad Ill, PR Expression

4.2.2. Korrelation der Progesteron-Rezeptorexpression mit dem Tumorgrad

Um zu erfassen, ob ein signifikanter Unterschied von PR- Expression in Abhéngigkeit

vom Tumorgrad vorliegt, wurde die mittlere Expression der Grad I-Tumore mit der

der Grad Il- und Grad llI-Tumore verglichen. Aus Abbildung 9 ist ersichtlich, dass

die PR-Expression nicht normalverteilt ist, so dass der U-Test nach Mann und

Whitney zur Anwendung kam.
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Abbildung 9: Histogramm einer nicht normalverteilten PR —
Expressionsverteilung (linksgipfelige Verteilung)
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Interessanterweise zeigten die niedriggradigen Meningeome eine signifikant starkere

PR — Expression als die Meningeome von Grad Il und Grad Il (p= 0,001 bei PR —
Expression im U — Test nach Mann und Whitney) (Gruppe C) Es lasst sich demnach

ein hochst signifikantes und ein sehr signifikantes Ergebnis nachweisen. Ahnliche

Signifikanzen zeigen sich auch, wenn man die Grad I-Tumore nach dem Geschlecht

teilt (Gruppe A und B). Hinsichtlich des Geschlechts zeigte sich bei der PR-

Expression kein signifikanter Unterschied (p>0,05) (Gruppe D).

Gruppen TestgréRen PR ErbB2 Jakl Statl Stat2
A Prufgrof3e Z: -3,434 -2,503 -3,196 -0,375 -0,845
Signifikanz : 0,001 0,012 0,001 0,708 0,398

B Prufgrof3e Z: -2,340 -2,801 -2,461 -0,986 -0,770
Signifikanz: 0,019 0,005 0,014 0,324 0,441

C PrufgrolRe Z: | -3,293 -2,783 -3,182 -0,621 -0,877
Signifikanz: 0,001 0,005 0,001 0,535 0,380

D Prufgrolie Z: -1,279 -0,816 -0,932 -0,935 -0,348
Signifikanz: 0,201 0,414 0,351 0,350 0,728

Tabelle 8: Ergebnisse U — Test, Signifikanz bei p<0,05 (geschwérzt)

(A=Frauen Grad | gegen insgesamt Grad Il und Ill, B=Manner Grad | gegen insgesamt Grad Il und lll,

C=insgesamt Grad | gegen insgesamt Grad Il und Ill, D=Frauen Grad | gegen Méanner Grad I)

In Tabelle 9 sind nochmal die mittleren Expressionsstarken erfasst und nach dem

Remmele-Score zusammenfassend dargestellt. Auf die entsprechenden Ergebnisse

zur Expression von erbB2 und Jak/Stat wird spater noch genauer eingegangen. In

Abbildung 10 ist zur Veranschaulichung der Daten der Mittelwertvergleich der PR-

dargestellt.
Antikdrper | Frauen Grad | | Manner Grad | | insgesamt Insgesamt
Grad | Grad Il und 111

PR 3,677 2,929 3,008 1,079
ErbB2 2,943 3,165 3,453 1,243
JAK1 7,418 6,957 7,282 4,386
STAT1 7,136 7,680 7,306 6,908
STAT2 6,861 7,096 6,933 5,700

Tabelle 9: Mittelwerte der Expressionsstarke von den funf
immunhistochemisch untersuchten Antikorpern PR, erbB2,
Jakl, Statl und Stat2 abhangig von Tumorgrad und Geschlecht
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Abbildung 10: Mittelwertvergleich der PR-Expression (Remmele Score)

Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Expression des PR in
héhergradigen Meningeomen (p=0,001, U-Test)

Die PR-Expression weist bei WHO-Grad I-Meningeomen einen Mittelwert von 3,453,
bei den hohergradigen WHO-Grad Il und IlI-Tumoren einen Mittelwert von nur 1,079

auf.

4.2.3. Progesteronrezeptor-Expression in  Abhangigkeit von gynékologischer

Komorbiditdt und Einnahme von Ovulationshemmern

Wie in Abschnitt 3 (Material und Methoden) bereits beschrieben liegen dem
klinischen Teil der Arbeit neben den Aktenerhebungsbdgen zur Erganzung der
gynakologischen Anamnese Fragebdgen zugrunde. 49 der an die 66 Patientinnen,
von denen auch das Meningeomgewebe immunhistochemisch untersucht wurde,
verschickten Fragebdgen konnten ausgewertet werden (74%). Die restlichen
Fragebdgen mussten wegen unvollstadndiger oder unkorrekter Antworten, unbekannt

verzogener oder verstorbener Patienten verworfen werden.
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Die Analyse des Fragebogens bezieht sich — wie in Abschnitt 3 nédher erlautert — auf
Parameter, die hormonelle Veranderungen bei Frauen widerspiegeln. Wir erhielten
so Informationen Uber Menopausenstatus, frihere gynékologische Operationen und
Schwangerschaften. Als gynékologische Operationen gelten auch Ovarektomie
beidseits und Hysterektomie, da aus beiden auch Hormonveranderungen resultieren.

Die Fragebogenauswertung wurde deskriptiv vorgenommen.

Von den Meningeompatientinnen leiden 23 zusatzlich unter einer bestehenden
gynakologischen Erkrankung (34,8%), bei 21 der Patientinnen ist bisher keine
gynakologische Erkrankung bekannt (31,8%), bei 22 Patientinnen ist diesbeziglich
aufgrund bereits genannter Grinde keine Angabe zu machen (33,3). Bei den
Patientinnen mit gynakolgischer Erkrankung in der Krankengeschichte liegt in 3
Fallen eine maligne (13%), in 20 Fallen eine benigne (87%) gynakologische
Erkrankung vor.

Eine zusammenfassende Darstellung Uber die gynadkologische Komorbiditat gibt
Abbildung 11.

gynékologische Komorbiditat
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Abbildung 11: Darstellung der Verteilung gynakologischer
Begleiterkrankungen bei Meningeom-Patientinnen

( O=unbekannt, 1=benigne Erkrankung der Mamma, 2=maligne Erkrankung der Mamma, 3=benigne
Erkrankung an Uterus oder Ovar, 4=maligne Erkrankung an Uterus oder Ovar, 5=keine gynakologisch
Begleiterkrankung bekannt)
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Unter den gutartigen Veranderungen der Brust sind Fibrome zu verstehen. Gutartige
Veranderungen am Uterus waren in den meisten Fallen Myome oder es wurde eine
Verédnderung der menstruellen Blutung bzw. das Auftreten einer postmenopausalen
Blutung ohne Nachweis von Malignitat angegeben, welche zur Hysterektomie, meist
aufgrund des postmenopausalen Alters mit Ovarektomie kombiniert, fuhrten.
Aufgrund von unvollstandig oder nicht korrekt ausgefilltem Fragebogen, unbekannt
verzogener oder verstorbener Patientin kam es zu dem Anteil von Patientinnen mit
fehlender/ unbekannter gynékologischer Anamnese.

Bei der Frage nach der familiaren Tumoranamnese boten sich keine Auffalligkeiten.
Mit der Frage nach der Einnahme von Hormonpraparaten (Frage 2 und 3) und der
Anzahl der Schwangerschaften (Frage 7) wurden Parameter erfasst, die zu
hormoneller Veranderung fihren. Die Einnahme von Hormonpraparaten wurde nur
als solche gewertet, wenn die Patientin das entsprechende Praparat mindestens
Uber die Dauer von drei Jahren und selbstverstandlich vor der Meningeomoperation
bzw. dem Meningeomauftreten eingenommen hat. 21 der 66 Patientinnen nahmen
Hormonpraparate mindestens dber 3 Jahre (31,8%). Bei 19 Frauen lag keine solche
Hormoneinnahme lber die Dauer von drei Jahren vor (28,8%). Bei 26 Frauen
konnten diese Daten aufgrund von unvollstandig ausgefilltem Fragebogen,
unbekannt verzogener oder verstorbener Patientin nicht ermittelt werden (39,4%).

Die Anzahl der Schwangerschaften reichten von 0 bis 6.

Hormonpraparat - Einnahme
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Abbildung 12: Darstellung der Verteilung von Hormonpréparat-Einnahme
bei Meningeom-Patientinnen
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Zu dem Anteil von Patientinnen mit Unkenntnis bezuglich einer mdglichen
Hormonpraparate-Einnahme kam es aufgrund von unvollstdndig ausgefilltem
Fragebogen, unbekannt verzogener oder verstorbener Patientin.

Frage 4 und 5 zur Kenntnis Uber die Regelanamnese ergaben, dass
interessanterweise ein Teil der 49 Frauen, von denen der Fragebogen ausgewertet
werden konnte, einen sehr spéten Beginn der Regelblutung angeben.

Die Erhebung der gynakologischen Anamnese ergab, dass immerhin 23 der
untersuchten Meningeompatientinnen unter zusatzlich bestehender gynakologischer
Erkrankung leiden (34,8%). Dabei handelt es sich in 3 Fallen um eine maligne (13%),
in 20 Fallen um eine benigne (87%) gynékologische Erkrankung. 21 der 66
Patientinnen, von denen die gyndkologische Anamnese bei 26 Frauen nicht erhoben
werden konnte, nahmen Hormonpraparate tUber mindestens 3 Jahre (31,8%). Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen PR-Status und gynakologischer

Begleiterkrankung mittels U-Test liegt nicht vor. Die Daten sind hier nicht gezeigt.

4.3. Wirkung der Progesteronrezeptorexpression

4.3.1. Korrelation der PR Expression mit dem Wachstumsfaktorrezepor erbB2

Zum Nachweis einer transkriptionellen Regulation von erbB2 - die transkriptionelle
Regulation des PR-Genes ist bereits bekannt (z.B. Carroll et al.1993) — wurde an 25
Meningeomen exemplarisch die RT-PCR durchgefuhrt. Die Meningeome setzen sich
- wie in Tabelle 10 abgebildet — zusammen.

Grad | Grad Il Grad Il Insges.
w 17 3 2 22
M 1 1 1 3
Insges. 18 4 3 25

Tabelle 10: Zusammensetzung der Gefrierblocke zur RT PCR
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In Abbildung 13 werden beispielhaft die Ausschnitte der angefertigten PAA-Gele
gezeigt. In Abbildung 13 sind auf einem Gel ausschnittsweise die Banden von
erbB2 (oben, 156bp) und R-Actin (unten,) zu sehen. Die aufgetragenen
Meningeomproben 1, 2, und 3 entsprechen Grad I-Meningeomen. Bei Meningeom 1
handelt es sich um ein endotheliomatdses, bei Meningeom 2 um ein transitionelles
und bei Meningeom 3 um ein fibromatdéses Meningeom. Meningeomprobe 15 ist ein
anaplastisches Grad Ill-Meningeom. Die Abkurzung N in Abbildung 13 entspricht
der Normalgewebe-Kontrolle; bei NK handelt es sich um die Negativkontrolle. Die
Amplifikate der Transkriptionskontrolle 3-Aktin stellen sich in den 4 ausschnittsweise
abgebildeten Fallen gleichmaliig dar. Das zeigt, dass gleichmaRige Mengen an RNA
eingesetzt wurden. ErbB2 zeigt sich auf mRNA-Ebene in Grad I-Meningeomen
(Probe 1-3) im Vergleich zu hohergradigen Meningeomen (Probe 15) starker
exprimiert. Daraus ergibt sich, dass erbB2 in Meningeomen auf mRNA-Ebene

exprimiert und transkriptionell reguliert wird.

erbB2 156bp

Jakl

o (A

Abbildung 13: Expression von erbB2 und 3-Actin in der RT-PCR

Um festzustellen, ob auch die Expression von erbB2 eine Rolle bei der Pathogenese

von Meningeomen spielt, wurde die Expression vom erbB2- Protein in Meningeomen
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immunhistochemisch untersucht. Die Expression reichte von fehlendem oder wenig
gefarbten Zytoplasma bis zur Anfarbung von mehr als der Halfte des Tumors.

Wie aus Abbildung 14 ersichtlich zeigten 17 der insgesamt 95 Meningeome (17,9%)
keine Reaktion, 51 zeigten eine schwache (53,7%), 24 eine maliige (25,3%) und 1
Meningeom zeigte eine starke Reaktion (1,1%) fur erbB2. Die Immunreaktivitat zeigte
sich zytoplasmatisch. Zwei der 95 Praparate (2,1%) fielen aufgrund ungentgender

Auswertbarkeit bei schlechter Schnittqualitat aus der Wertung heraus.

erbB2 - Expressionsstarke
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Abbildung 14: erbB2-Expressionstéarke
0= keine Reaktion, 1= schwache Reaktion(1-3), 2= maRige Reaktion( 4-8), 3= starke Reaktion( 9-12)

Interessanterweise zeigten sich wie bei der PR-Expression auch bei der Verteilung
der erbB2-Expression deutliche Unterschiede zwischen den niedriggradigen und den
héhergradigen Meningeomen. 70 von den 81 WHO-Grad I-Tumoren (86,4%), 3 von
den 7 atypischen (42,9%) und 3 von den 7 anaplastischen (42,9%) Tumoren waren
erbB2-positiv. Die anaplastischen und atypischen Meningeome exprimierten nicht nur
weniger haufig erbB2, sondern wiesen auch niedrigere Expressionsstarken der
erbB2-Expression als die benignen Meningeome auf. Bei den hdhergradigen
Meningeomen war kein Praparat stark und nur eines maRig positiv gefarbt. Keine

und schwache Expression Uberwogen.
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Expressionsstarke keine Schwach manig stark fehlend total
Reaktion

WHO — Grad — | 9 (11,1%) | 46(56,8%) | 23(28,4%) | 1 (1,2%) | 2(2,5%) | 81(100%)

WHO — Grad — || 4 (57,1%) | 2 (28,6%) | 1 (14,3%) 7 (100%)

WHO - Grad — Il | 4 (57,1%) | 3 (42,9%) - 7 (100%)

WHO — Grad — II/lll | 8 (57,1%) | 5(35,7%) | 1(7,1%) - 14(100%)

Tabelle 11: erbB2-Expression nach WHO-Grad

Beispielhaft werden auch hier
zytoplasmatischer erbB2-Immunreaktion und ein hohergradiges Meningeom mit
fehlender Immunreaktivitat abgebildet.

Damit ein besserer Vergleich mdglich ist, sind an dieser Stelle noch einmal die
Farbungen mit dem PR-Antikorper, jetzt im Vergleich mit dem erbB2-Antikorper von
demselben Grad I-Tumor nebeneinander gezeigt (Abbildung 15 und 16). Es lasst
sich bei beiden Abbildungen eine mafig starke Immunreaktivitat erkennen. Die
Abbildungen 17 und 18 zeigen die PR- und die erbB2-Expression des selben Grad

[lI-Meningeoms. Hierbei zeigt sich eine negative Immunreaktivitat.

Abbildung 15: PR-Expression bei einem WHO-Grad I-Meningeom

ein niedriggradiges Meningeom mit kraftiger
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Abbildung 17: PR-Expression bei einem WHO-Grad IlI-Meningeom
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Abbildung 18: erbB2-Expression bei dem WHO-Grad IlI-Meningeom

Die hohergradigen Meningeome, die interessanterweise nur schwache bis keine
Expression von PR und erbB2 zeigen, sind weiterhin durch hohe
Proliferationstendenz gekennzeichnet. Nachfolgende Fotoabbildungen zeigen die
Kresyl-Violett-Farbung bei zwei hohergradigen Meningeomen, die Mitosen sichtbar
macht, und die immunhistochemische Farbung mit dem Antikdrper Mibl, der das

Proliferationsantigen Ki67 zeigt.

Abbildung 19: Kresyl-Violett-Farbung bei einem Grad Ill-Meningeom
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Abbildung 20: Mib1-Farbung bei einem Grad IlI-Meningeom

Interessanterweise zeigten die niedriggradigen Meningeome sowohl signifikant
starkere PR — als auch signifikant starkere erbB2 — Expression als die Meningeome
von Grad Il und Grad Il (p= 0,001 bei PR — Expression und p=0,005 im U — Test
nach Mann und Whitney) (Gruppe C) Es lasst sich demnach ein hochst signifikantes
und ein sehr signifikantes Ergebnis nachweisen. Ahnliche Signifikanzen zeigen sich
auch, wenn man die Grad I-Tumore nach dem Geschlecht teilt (Gruppe A und B).
Hinsichtlich des Geschlechts zeigte sich bei der PR-erbB2-Expression kein

signifikanter Unterschied (p>0,05) (Gruppe D).

Gruppen Testgrolien PR ErbB2 Jakl Statl Stat2
A PrufgrolRe Z: | -3,434 -2,503 -3,196 -0,375 -0,845
Signifikanz : 0,001 0,012 0,001 0,708 0,398

B PriifgroRe Z: | -2,340 -2,801 -2,461 -0,986 -0,770
Signifikanz: 0,019 0,005 0,014 0,324 0,441

C Prifgrof3e Z: -3,293 -2,783 -3,182 -0,621 -0,877
Signifikanz: 0,001 0,005 0,001 0,535 0,380

D PrufgroRe Z: | -1,279 -0,816 -0,932 -0,935 -0,348
Signifikanz: 0,201 0,414 0,351 0,350 0,728

Tabelle 12: Ergebnisse U — Test, Signifikanz bei p<0,05 (geschwaérzt)

(A=Frauen Grad | gegen insgesamt Grad Il und lll, B=Mé&nner Grad | gegen insgesamt Grad Il und lll,
C=insgesamt Grad | gegen insgesamt Grad Il und lll, D=Frauen Grad | gegen Mé&nner Grad I)
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In Tabelle 13 sind noch einmal die mittleren Expressionsstarken erfasst und nach
dem Remmele-Score zusammenfassend dargestellt. In Abbildung 21 und 22 sind
zur Veranschaulichung sowohl der Mittelwertvergleich der PR-Expression als auch
der Mittelwertvergleich der erbB2-Expression dargestellt.

Antikdrper | Frauen Grad | | Manner Grad | | insgesamt Insgesamt
Grad | Grad Il und Il
PR 3,677 2,929 3,008 1,079
ErbB2 2,943 3,165 3,453 1,243
JAK1 7,418 6,957 7,282 4,386
STAT1 7,136 7,680 7,306 6,908
STAT2 6,861 7,096 6,933 5,700

Tabelle 13: Mittelwerte der Expressionsstarke von den funf
Immunhistochemisch untersuchten Antikérpern PR, erbB2,
Jakl, Statl und Stat2 abhangig von Tumorgrad und Geschlecht
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Abbildung 21: Mittelwertvergleich der PR-Expression

Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Expression des PR in
héhergradigen Meningeomen (p<0,05, U-Test)

Die PR-Expression weist bei WHO-Grad I-Meningeomen einen Mittelwert von 3,453,
bei den hohergradigen WHO-Grad Il und IlI-Tumoren einen Mittelwert von nur 1,079

auf. Ein vergleichbares Bild weist die Expression des erbB2-Onkoproteins auf. Hier
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zeigt sich bei den niedriggradigen Meningeomen ein Mittelwert von 3,008, bei den

héhergradigen Meningeomen ein Mittelwert von nur 1,243.
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Abbildung 22: Mittelwertvergleich der erbB2-Expression

Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Expression von
erbB2 in hohergradigen Meningeomen (p<0,05, U-Test)

Tumore mit starker PR-Expression zeigten auch eine starke erbB2-Expression,
Tumore mit geringer bis fehlender PR-Expression zeigten ebenfalls signifikant
geringere erbB2-Expression. Mit Hilfe der Regressionsanalyse ergab sich hierbei mit
einem Regressionskoeffizenten von 0,628 ein signifikantes Ergebnis. In

nachfolgender Abbildung 23 ist die dazugehérige Regressionsgerade dargestellt.
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Abbildung 23: Regressionsgerade PR gegen erbB2
R=0,628

4.3.2. Korrelation der PR Expression mit dem Jak-Stat-Signalweg

Zum Nachweis einer transkriptionellen Regulation von Jak 1, Stat 1 und Stat 2 — die
transkriptionelle Regulation des PR-Genes ist bereits bekannt (z.B. Carroll et
al.1993) — wurde an 25 Meningeomen exemplarisch die RT-PCR durchgefuhrt. Die

Meningeome setzen sich — wie in Tabelle 10 abgebildet — zusammen.

In Abbildung 24 werden beispielhaft die Ausschnitte der angefertigten PAA-Gele
gezeigt. In Abbildung 24 sind auf einem Gel ausschnittsweise die Banden von
STAT1 und 2 (oben) und R-Actin (unten) zu sehen. Die aufgetragenen
Meningeomproben 1, 2, 3 und 4 entsprechen Grad I-Meningeomen. Bei Meningeom
1 handelt es sich um ein endotheliomatdses, bei Meningeom 2 um ein transitionelles
und bei Meningeom 3 und 4 jeweils um ein fibromatéses Meningeom. Die Abkulrzung
N in Abbildung 24 entspricht der Normalgewebe-Kontrolle; bei NK handelt es sich
um die Negativkontrolle. Die Amplifikate der Transkriptionskontrolle 3-Aktin stellen
sich in den 4 ausschnittsweise abgebildeten Fallen gleichmaldig dar. Das zeigt, dass
gleichmallige Mengen an RNA eingesetzt wurden. Jak und Stat zeigen sich auf
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messenger-RNA-Ebene in denGrad I-Meningeomen (Probe 1 bis 4) leicht
unterschiedlich exprimiert. Daraus ergibt sich, dass Jak 1, Stat 1 und Stat 2 in
Meningeomen auf m-RNA-Ebene exprimiert und damit transkriptionell reguliert

werden.

Statl

Stat2

o [ o

Abbildung 24: Expression von Statl und Stat2 in der RT-PCR

Statl- und Stat2-Expression zeigt sich in den Meningeomen 1-4 leicht
unterschiedlich, aber exprimiert. Das Normalgewebe (N) zeigt Expression. Bei NK
handelt es sich um die Negativkontrolle. Die 3-Aktinbanden stellen sich gleichmallig
dar.

4.3.3. Die Jakl-Expression

92 der insgesamt 95 Meningeome zeigten eine positive Reaktion fir Jakl (96,8%).
12 der 95 Tumore waren schwach positiv (12,6%), 55 maRig positiv (57,9%) und 25
stark positiv (26,3%). Die Immunreaktivitdt zeigte sich zytoplasmatisch. Bei 2
Meningeomen blieb die Expression aus (2,1%). Ein Praparat (1,1%) konnte aufgrund

schlechten Materials nicht in die Wertung eingehen.
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Abbildung 25: Jakl-Expressionstéarke

Auch bei Jakl zeigen sich hinsichtlich des Tumorgrades deutliche Unterschiede in
der Expressionsverteilung. Malig bis stake Immunreaktion zeigen 71 der 81
niedriggradigen Meningeome (87,6%), dagegen ist nur bei 9 der 14 hdhergradigen
Meningeome malfige bis starke Expression fiur Jakl nachzuweisen (64,2%).

Expressionsstarke keine Schwach mafig stark fehlend total
Reaktion

WHO — Grad — | - 9(11,1%) | 47(58,0%) | 24(29,6%) | 1(1,2%) | 81(100%)

WHO — Grad — Il 1(14,3%) | 1(14,3%) | 4 (57,1%) | 1(14,3%) - 7 (100%)

WHO — Grad — Il | 1 (14,3%) | 2(28,6%) | 4 (57,1%) - - 7 (100%)

WHO — Grad — II/lll | 2 (14,3%) | 3(21,4%) | 8 (57,1%) | 1 (7,1%) - 14(100%)

Tabelle 14: Jak1-Expression nach WHO-Grad

Nachfolgende Abbildungen zeigen, dass Jakl bei Grad I|-Meningeome stark
exprimiert, dagegen in hoéhergradigen Meningeomen teilweise schwach exprimiert
wird.
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Abbildung 25: Jak1-Expression bei WHO-Grad I-Meningeom
Es zeigt sich eine starke Expression.

Abbildung 26: Jak1-Expression bei WHO-Grad IllI-Meningeom
Es zeigt sich eine schwache Expression
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4.3.4. Die Stat-Expression

Alle 94 ausgewerteten Meningeompraparate zeigten eine positive Reaktion fur Statl.
Ein Praparat konnte aufgrund schlechten Mateials nicht in die Wertung miteingehen.
93 der 95 Meningeome sind positiv fir Stat2 (97,8%). Ein Praparat fiel auch hier
wegen schlechten Materials aus der Wertung heraus (1,1%). Die Immunreaktivitat

zeigt sich zytoplasmatisch.

Statl - Expressionsstarke
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Abbildung 27: Statl — Expression
0= keine Reaktion, 1= schwache Reaktion(1-3), 2= maRige Reaktion( 4-8), 3= starke Reaktion( 9-12)
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Stat2 - Expressionsstarke
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Abbildung 28: Stat2 — Expression
0= keine Reaktion, 1= schwache Reaktion(1-3), 2= mafige Reaktion( 4-8), 3= starke Reaktion( 9-12)

Es lieRen sich — wie auch aus den beispielhaft abgebildeten Fotos sichtbar — keine
Unterschiede in der Expressionsstdke bei den unterschiedlichen WHO-Graden der
untersuchten Meningeome ekennen. Es zeigt sich sowohl in niedriggradigen als auch
in héhergradigen Meningeomen eine starke Expression von Statl und Stat2.

Abbildung 29: Statl-Expression bei WHO-Grad I-Meningeom

60



Abbildung 30: Stat2-Expression bei WHO-Grad I-Meningeom

Abbildung 31: Statl-Expression bei WHO-Grad II-Meningeom
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Abbildung 32: Stat2-Expression bei WHO-Grad II-Meningeom

4.3.5. Korrelation von PR- und Jak-Stat-Expression

Die PR-Expression wurde mit Hilfe der Regressionsanalyse weiterhin gegen Jakl,
Statl und Stat2 untersucht, um einen moéglichen Zusammenhang zwischen PR und
Mtgliedern des Jak-Stat-Signalweges aufzudecken. Hier zeigte sich kein statistisch
signifikanter Zusammenhang. Die Regressions-Koeffizienten sind R=0,358 bei PR
gegen Jakl, R= 0,116 bei PR gegen Statl und R=0,159 bei PR gegen Stat2. Die
entsprechenden Regressionsgeraden sind nicht gezeigt.

Untereinander wiesen die Mitglieder des Jak-Stat-Signalweges Korrelationen auf.
Der Regressionskoeffizient R liegt bei Statl gegen Stat2 bei 0,721, bei Statl gegen
Jakl bei R= 0,554 und bei Stat2 gegen Jakl bei R = 0,683. Beispielhaft ist in
nachfolgender Abbildung 33 die Regressionsgerade von Statl gegen Stat2
dargestellt.

62



Stat2

Statl
Abbildung 33: Regressionsgerade Statl gegen Stat2 R=0,721

Auffallig ist, dass Jakl wie zuvor schon der PR und das erbB2 — Onkoprotein eine
Expression abhangig vom Tumorgrad zeigt (siehe Tabelle 13, entsprechende
Mittelwerte der Expressionsstarken sind geschwarzt). Bildlich ist dies in
nachfolgender Abbildung 34 anhand eines Balkendiagrammes veranschaulicht. Die
Mittelwerte liegen bei 7,282 fur WHO-Grad | —Meningeome, bei 4,386 fur WHO-Grad
[I- und I1I-Meningeome.

7,5

7,0

6,5

6,0

5,5

5,0
e
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g 44
E 4'0 T T

WHO-Grad | WHO-Grad Il und IlI

Abbildung 34: Mittelwerte der Jak1-Expression abhangig vom WHO Grad
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Ob diese vermuteten Unterschiede von einer Signifikanz sind, laRt sich anhand von
Mittelwertvergleichen nachweisen. Hierfur wurde auch in diesem Fall der U-Test
verwendet, da es sich bei der Verteilung der Expressionsstarken von Jakl — wie
auch von Statl und Stat2 — aufgrund von leicht rechtgipfeliger Verteilung im
Histogramm um Abweichungen von der Normalverteilung handelt. Aus Tabelle 12
(Ergebnisse U-Test) erkennbar ist mit p=0,001 ein signifikantes Ergebnis beim
Mittelwertvergleich abhangig vom Tumorgrad. Kein signifikanter

Mittelwertunterschied besteht dagegen zwischen Frauen und Mannern (p>0,05).
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5. Diskussion

5.1. Zielsetzung und Problemwiederholung

Meningeome gelten als die haufigsten nicht-glialen Tumore des zentralnervésen
Systems. Der Grof3teil der Meningeome ist niedriggradig (WHO-Grad [) und somit
tumorbiologisch grundséatzlich als gutartig einzustufen, dennoch ist aufgrund der
anatomischen Gegebenheiten intrakraniell oft keine kurative Resektion méglich. Vor
allem die héhergradigen Meningeome haben trotz chirurgischer Intervention eine
erhohte Rezidivneigung und eine insgesamt schlechtere Prognose (Sanson et al.
2000). Viele Faktoren, vor allem die seit langem bekannte hdhere Inzidenz von
Meningeomen bei Frauen, weisen darauf hin, dass weibliche Geschlechtshormone
einen Einfluss auf das Wachstum von Meningeomen haben (Helseth et al.1989,
Jacobs et al 1987, Schoenberg et al.1975). Vor allem die Gestagene wie das
Progesteron, weniger die Ostrogene, scheinen einen bedeutsamen EinfluR auf das
Meningeom-Wachstum zu haben.

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass Meningeome den Progesteron-
Rezeptor (PR) exprimieren, bisher aber nicht ganz klar ist, in wieweit diese Rezeptor-
Expression auf die Proliferation bzw. auf die Tumorprogression wirkt. Ebenfalls
unklar ist bisher die Regulation der Expression vom PR.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Bedeutung der Progesteron-
Rezeptorexpression fur das Meningeomwachstum bzw. die Progression
herausgearbeitet werden. Dazu wurde die PR Expression mit dem Tumorgrad, als
ein Zeichen des Tumorwachstums bzw. der Tumorprogredienz, korreliert. Dies soll
einen Anhalt fur die Bedeutung der PR Expression in niedriggradigen versus
héhergradigen Meningeomen geben und so indirekt Hinweise fur die Bedeutung bei
Tumorwachstum- und Progression liefern. In Anbetracht der Tatsache, dass es sich
um einen Hormonrezeptor handelt, ist dartberhinaus interessant ob sich ein
entsprechendes hormonabhangigs Wachstums- bzw. Progressionsverhalten
nachweisen lasst. Daher wurde in diesem Zusammenhang die gynékologische
Komorbiditat und eine hormonelle Medikation in Abhéngigkeit von Tumorgrad und
PR Expression als Hinweis fir ein Hormon- und damit méglicherweise Progesteron-

Rezeptor abhangiges Wachstum untersucht.
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Da neben der Bedeutung der PR Expression auch die Wirkungsweise bzw. die
Signalvermittlung des PR in Meningeomen ebenfalls nicht hinreichend geklart ist,
wurde die PR Expression auch in Zusammenhang mit der Expression von dem
sowohl in  Mammakarzinomen als auch in Meningeomen exprimierten
Wachstumsfaktorrezeptor erbB2 und mit dem ebenfalls in Mammakarzinomen und
Meningeomen bedeutsamen und auch hormonabhangigen Jak-Stat Signalweg
untersucht.

Im folgenden soll nun auf die oben beschriebenen Zielsetzungen mit den
erarbeiteten Ergebnissen im einzelnen eingegangen werden. AbschlieRend sollen

die Ergebnisse dann noch zusammenfassend diskutiert werden.

5.2. Methodenkritik

In der vorliegenden Arbeit wurden die Immunhistochemie und die RT-PCR als
Untersuchungsverfahren eingesetzt. Die Immunhistochemie ist ein haufig benutztes
und gut etabliertes Verfahren. Hierbei wird die Expression von Proteinen gezeigt.
Damit wird das funktionelle und damit entscheidende Kompartiment fir die
Bedeutung bzw. Funktion eines Gens dargestellt. Im Gegensatz zu
Expressionsuntersuchungen mit  Westernblot oder RT-PCR mit aus
Gefrierschnittmaterial gewonnenem Protein bzw. RNA sieht man bei der
immunhistochemischen Untersuchungsmethode Protein-Expressionen
differenzierter. Man kann sehen, wieviele Zellen in situ das entsprechende Protein
exprimieren, wie stark sich die Expression prasentiert und ob sich die Verteilung der
Expression eher heterogen, homogen oder nur fokal darstellt. Die Immunhistochemie
stellt die in situ Konditionen daher differenziert dar, dagegen zeigen Westernblot oder
RT-PCR nur Durchschnittswerte an. Ein weiterer Vorteil der Methode ist, dass die
Expression im Tumorgewebe ohne Verfalschung durch angrenzendes
Normalgewebe erfasst wird, da dieses histologisch im HE-Schnitt abgegrenzt werden
kann.

Die PR-Expression in Meningeomen ist zumeist mit Hilfe der Immunhistochemie
voruntersucht (Brandis et al.1993, Chozick et al.1996). Die immunhistochemische
Untersuchungstechnik gilt als Standard. Um einen besseren und vor allem

differenzierteren Vergleich mit den Ergebnissen der PR-Expression erzielen zu
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konnen, wurden die anderen Gene Jakl, Statl, Stat2 und erbB2 in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls immunhistochemisch untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde nach Isolierung von RNA aus Gefrierschnittmaterial
mit nachfolgender PCR auf dem PAA-Gel nur ein Durchschnittswert sichtbar.
Deswegen wurden die Untersuchungen zu den Expressionsstarken auch nicht mit
der RT-PCR, sondern mit der Immunhistochemie durchgeftihrt. Die RT-PCR wurde
fur Vorarbeiten eingesetzt, um Aussagen zur transkriptionellen Regulation des Jak-
Stat Signalwegs auf RNA-Ebene in Meningeomen treffen zu koénnen. Die
Untersuchung und der Vergleich der Jak-Stat Expression mit der PR- bzw. erbB2
Expression erfolgte immunhistochemisch.

Ein entscheidender Kritikpunkt bei der immunhistochemischen Methode ist die wenig
technisierte und damit tendenziell subjektive Auswertung. Durch die strenge
Beachtung der  vom modifizierten Remmele-Schema  vorgegebenen
Auswertungskriterien (Remmele et al. 1987) und durch die stichprobenartig
durchgefiihrte doppelte Auswertung durch zwei unabhangige Begutachter wurden

diese Nachteile allerdings relativiert.

Der an die weiblichen Meningeom-Patientinnen verschickte Fragebogen sollte zur
Erganzung der gynékologischen Anamnese dienen, da aus der Einsicht in die
Patientenakte die gynakologische Anamnese nicht vollstandig zu ersehen war. Als
Problem stellte sich die relativ gro3e Anzahl der nicht beantworteten Fragebdgen
dar. Einige Patintinnen waren inzwischen verstorben, andere waren unbekannt
verzogen, und so weder per Postweg noch telefonisch erreichbar. Dariiber hinaus
wurde von den erreichten Patientinnen nur ein Teil der Fragebdgen ausgefillt
zurickgesendet. Eine statistisch relevante Aussage kann aus der Erhebung der
gynakologischen Anamnese aufgrund der zu kleinen Fallzahl sicher nicht abgeleitet
werden. Daher wurden die Ergebnisse der Fragebogenauswertung nur deskriptiv
dargestellt.

Der Haupteil der vorliegenden Arbeit sollte molekulare Faktoren in Zusammenhang
mit der PR-Expression untersuchen, um mdgliche Funktionen bzw. Interaktionen des
PR in Meningeomen aufzudecken. In Zellkultur-Modellen ist der proliferative Effekt
von Progesteron auf Meningeomzellen bereits ausfuhrlich untersucht und in der
Literatur mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen dargestellt (Perrot-Applanat et
al.1992, Jay et al.1985, Grunberg et al.1987, Maiuri et al.1989). Da der Effekt in vivo
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sicherlich ungleich komplexer ist, missten grof3e klinische Studien angelegt werden
um signifikante Hinweise zu erbringen. Die in der vorliegenden Arbeit zugrunde
liegenden Kklinischen Daten sollen daher keiner klinischen Studie entsprechen,
sondern auf mogliche Zusammenhange zwischen Meningeomen und

gynakologischen Erkrankungen hinweisen.

5.3.  Wertende Darstellung der Ergebnisse

5.3.1. Progesteron Rezeptor Expression

Zur  Evaluierung der Expression des Progesteron-Rezeptors  wurden
immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Bereits in mehreren Arbeiten
konnte in der Vegangenheit gezeigt werden, dass sowohl die PR mRNA als auch das
PR Protein in humanen Meningeomen exprimiert werden (Sanson et al. 2000). Das
PR Protein ist das eigentliche funktionierende, und damit das an der
Signalvermittlung beteiligte Kompartiment. Da die PR Expression auf Proteinebene
durch die mRNA Expression und nicht durch funktionelle Veranderungen der
Proteine reguliert wird und somit die Expression von mRNA und PR Protein korreliert
(Sanson et al. 2000), wurde im Rahmen dieser Arbeit immunhistochemisch das PR
Protein und nicht die PR mRNA untersucht. Die quantitative Auswertung der
immunhistochemischen Daten erfolgte nach dem Remmele Punkte-Schema
(Remmele et al. 1987). Kritikpunkt dieser immunhistochemischen Auswertung ist, wie
bereits im vorausgehenden Abschnitt dargelegt, sicherlich die Untersucher
abhangige und nicht technisch objektivierbare Datenerhebung. Da aber jeweils 6
Gesichtsfelder pro Praparat zufallig bestimmt wurden und die Auswertung streng
nach dem Remmele Schema durchgefuhrt wurde, ist die Untersucher abhangige
Verfalschung der Daten als gering einzuschéatzen. Ganz klarer Vorteil der
immunhistochemischen Auswertung ist sicherlich die differenzierte
Auswertungsmoglichkeit von reinem, durch die Histologie Kklar identifiziertem,
Tumorgewebe. Im Vergleich dazu wirde die Untersuchung von isoliertem Protein
aus Tumorfragmenten mittels Western Blot oder ELISA Technik lediglich eine
durchschnittliche Betrachtungweise der PR Expression in den Tumor- und

maoglicherweise auch Nicht-Tumor-Gewebsfragmenten zulassen. Eine weitere
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Differenzierung der PR Expression in ein diffuses oder fokales Muster sowie die
Untersuchung der Starke der Expression pro Tumorzelle- bzw. Zellverband ist durch
die immunhistochemische Technik im Gegensatz zum Western-Blot oder ELISA
ebenfalls mdglich. Im Rahmen dieser immunhistochemischen Evaluierung wurden
insgesamt 95 Meningeome untersucht, eines der 95 Praparate (1,1%) fiel aufgrund
schlechten Materials ohne Auswertungsmoglichkeit aus der Wertung heraus. Von
den insgesamt 95 Tumoren zeigten 18 Meningeome (18,9 %) keine Reaktion, 46
zeigten eine schwach postive (48,4%), 22 eine maliig positive (23,2%) und 8 zeigten
eine stark positive Reaktion (8,4%) fir den PR. Die Immunreaktivitdt war streng
nuklear. Mamma-Karzinom-Gewebe galt als positive Kontrolle und zeigte ebenfall

eine streng nukleare Immunreaktivitat.

Die PR-Immunreaktivitat fiel bei den Meningeompraparaten der weiblichen Patienten
im Vergleich zu denen der mannlichen Patienten tendentiell etwas starker aus, einen
signifikanten Unterschied gab es nicht.
Interessanterweise zeigte sich zwischen den niedriggradigen und den héhergradigen
Meningeomen ein deutlicher Unterschied in der PR-Expression. 69 von den 81
(85,2%) niedriggradigen Meningeomen waren mafig bis stark PR-positiv, dagegen
zeigten nur 3 von den 7 (42,9%) atypischen und 4 von den 7 (57,1%) anaplastischen
Tumoren eine positive Immunreaktion. Damit fand sich also nur in 7 der 14
héhergradigen Meningeome (50%) uUberhaupt Immunreaktivitat. Es zeigte sich keine
Korrelation zwischen den einzelnen histologischen Subtypen und der PR-Expression.
Um zu erfassen, ob ein statistisch signifikanter Unterschied der PR- Expression in
Abhangigkeit vom Tumorgrad vorliegt, wurde die mittlere Expression der Grad I-
Tumore mit der der Grad Il- und Grad IllI-Tumore entsprechend dem Remmele Score
verglichen. Aus Abbildung 9 ist ersichtlich, dass die PR-Expression nicht
normalverteilt ist, so dass der U-Test nach Mann und Whitney zur Anwendung kam.
Interessanterweise zeigten die niedriggradigen Meningeome eine signifikant starkere
PR — Expression als die Meningeome von Grad Il und Grad IIl (p= 0,001 bei PR —
Expression und p=0,005 im U — Test nach Mann und Whitney). Es lasst sich
demnach ein hochst signifikantes Ergebnis nachweisen. Ahnliche Signifikanzen
fanden sich auch, wenn man die Grad I-Tumore nach dem Geschlecht teilt (Tabelle
6). Die Anzahl der atypischen (WHO Grad II) und anaplastischen (WHO Grad III)
Meningeome ist mit jeweils 7 Tumoren relativ gering. Diese geringe Zahl entspricht
aber der natirlichen Verteilung in der Gesamtbevdlkerung, auch hier machen die
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héhergradigen Meningeome nur einen geringen Anteil aus. Das atypische Menigeom
macht ca. 5 %, das anaplastische Meningeom zwischen 1,2 bis 10% aller
Meningeome aus (Kleihues und Cavenee 2000). In der vorliegenden Arbeit lagen
jeweils 7 atypische und 7 anaplastische von den insgesamt 95 Tumoren vor, der
Anteil lag also bei jeweils 7,4%, was den Daten in der Literatur entspricht. Trotz
dieser eher geringen Fallzahl an hohergradigen Meningeomen zeigte sich ein
hochsignifikantes Ergebnis hinsichtlich der PR Expression. Dies wiederum weist auf
einen quantitativ deutlichen Unterschied der PR Expression zwischen niedrig- und
héhergradigen Meningeomen hin, da zum Erzielen eines statistisch signifikanten
Ergebnisses trotz geringer Fallzahlen ein deutlicher Unterschied zwischen den
untersuchten Gruppen vorliegen muf3. Die Tatsache, dass die niedrig-gradigen
Meningeome mehr PR exprimieren als die hdher-gradigen Tumore, lasst vermuten,
dass die PR Expression ein gewisses Differenzierungsmuster in Meningeomen
darstellt, welches bei entdifferenzierten Tumoren, wie den atypische und vor allem
anaplastischen Meningeomen, verloren gegangen ist. Die Vermutung liegt daher
nahe, dass der PR bzw. Progesteron oder andere Liganden Uber den PR nicht
unbedingt zu Tumorprogress und damit zu prognostisch ungunstigem schnellen
Wachstum fiihrt. Gewisse Ahnlichkeiten bestehen hier zum Mamma-karzinom, PR-
und Ostrogen-Rezeptor positive Mamma-Karzinome sind prognostisch deutlich
gunstiger einzuordnen als die Rezeptor-positiven Tumore, nicht zuletzt durch die
adjuvante antihormonelle Therapiemdglichkeit (NIH 2001). Moglicherweise lassen
sich so auch bei Meningeomen zum einen prognostische Aussagen in Kenntnis des
Hormonrezeptorstatus treffen, zum anderen bestehen aber auch adjuvante oder
palliative Therapiemdglichkeiten mit antihormoneller Therapie. Denkbar ware
natirlich auch, dass der PR gar nicht proliferationsférdernd sondern sogar
proliferationshemmend wirkt. Wie bereits beschrieben kdonnte das Fehlen bzw. die
geringere Expression des PR in den deutlich starker proliferierenden atypischen und
anaplastischen Meningeomen ein Hinweis daflr sein. Berichte Uber einen
Tumorprogress im Rahmen von Schwangerschaften sowie die relative Haufigkeit von
Meningeomen bei Frauen weisen jedoch daraufhin, dass maoglicherweise doch ein
proliferationsfordernder Effekt besteht. Dieser wirde dann bei den héhegradigen
Meningeomen durch andere Gen-Alterationen Ubernommen bzw. noch deutlich
verstarkt, so dass die PR Expression bei diesen Tumoren keine relevante Rolle mehr

spielt.
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5.3.2. Korrelation von PR- und erbB2-Expression

In der vorliegenden Arbeit wurden 95 Meningeome immunhistochemisch untersucht,
von denen 76 Tumore PR- (80%) und ebenfalls 76 Tumore erbB2-Expression (80%)
zeigten. Die PR-Immunreaktivitat fiel bei den Meningeomen der weiblichen Patienten
leicht starker aus als bei den Mannern. Es sollte untersucht werden, ob die c-erbB2-
Expression in Meningeomen mit der PR-Expression korreliert. Die vorliegenden,
anhand der Regressionsanalyse gewonnenen Daten zeigen, dass eine signifikante
Korrelation zwischen der PR- und der erbB2-Expression vorliegt. Desweiteren konnte
mit Hilfe des U-Testes gezeigt werden, dass hohergradige Meningeome im Vergleich
zu niedriggradigen Tumoren interessanterweise signifikant weniger PR und erbB2
exprimieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entsprechen der bisherigen Literatur. Die
meisten Meningeome exprimieren den PR (Gabos et al.1992, Halper et al.1989,
Perrot-Applanat et al.1992). Der PR kdnnte ein wichtiger Faktor in der Erklarung der
Frauenwendigkeit sein. Ebenso ist die deutliche Frauenwendigkeit in der Verteilung
der PR-Expression beschrieben (Perrot-Applanat et al.1992). Auch Rezeptoren fur
Wachstumsfaktoren (Schwechheimer et al.1994, Chozick et al.1996) werden in
Meningeomen exprimiert. Darauf basierend kann die Hypothese aufgestellt werden,
dass Hormone, Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren in den Prozess der
neoplastischen Transformation miteinbezogen sind.

Weiterhin konnte in bisherigen Studien gezeigt werden, dass die Expression von
Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren in einigen Geweben durch Steroide
kontrolliert wird; so zum Beispiel die c-erbB2-Expression in ER- positiven Mamma-
Karzinom-Zelllinien (Read et al.1990). Hier zeigt sich eine c-erbB2-Expression invers
zur ER-Expression (Read et al.1990, Zeillinger et al.1989). Verantwortlich daftr
scheint ein ER response element in der c- erbB2-Promotorregion zu sein (Russell et
al.1992). Die gleichsinnige Regulation von erbB2 und PR in Meningeomen kénnte
demnach durch entsprechende Kontrollelemente in den Promotorregionen der
beiden Gene oder aber auch durch eine Ubergeordnete Kontrolle zustande kommen.
Interessant in diesem Zusammenhang ist zudem, dass der mitogene Effekt von EGF,
einem Wachstumsfaktor, in Meningeomen durch Progesteron vervielfacht werden

kann (Koper et al.1990). Dies ist ein weiterer Hinweis daflir, dass sowohl
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Wachstumsfaktoren als auch Hormone bzw. ihre Rezeptoren gleichsinnig
interagieren.

Allerdings findet man in der Literatur bei einer deutlich kleineren Fallzahl, dass sich
kein signifikanter Zusammenhang zwischen PR- und erbB2-Expression in
Meningeomen nachweisen liel3 (Schlegel et al.1993). Die Autoren dieser Studie
vermuten daher, dass c-erbB2 im Gegensatz zu Mamma- und Ovarial-Karzinom in
Meningeomgewebe weder amplifiziert noch tberexprimiert ist.

Neben der Uberaus interessanten Beziehung zwischen erbB2 und PR exprimierten,
wie oben dargestellt, héhergradige Meningeome beide Faktoren signifikant weniger.
Dieser in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Verlust von erbB2 in
héhergradigen Meningeomen bestatigt die Daten von Chozick et al. (1996).

Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und einiger Literatur zufolge wird erbB2
demnach moglicherweise bei Meningeomen in differenziertem Gewebe als
Proliferationsfaktor exprimiert und geht im Gegensatz zum Mamma-Karzinom mit
zunehmender Entdifferenzierung in Meningeomen verloren. Der niedrige erbB2- und
PR-Score und auch maligner Tumorgrad kdnnten maoglicherweise als Indikatoren fur

eine schlechte Uberlebensrate eingesetzt werden.

5.3.3. Korrelation von PR- und Jak-Stat-Expression

Die Regulation des PR in Meningeomen ist unklar. Im Gegensatz zu anderen
hormonregulierten Geweben wie Brust- und Uterus-Gewebe, bei denen PR unter
direkter Kontrolle von Ostrogen und ER stehen, wirkt der PR in Meningeomgewebe
ER-unabhangig. In Meningeomen stehen daher wahrscheinlich andere Faktoren
bzw. Signalwege mit der PR-Regulation in Zusammenhang. Dazu wurde die
Expression der Transkriptionsfaktoren Statl und Stat2 und der damit assoziierten
Tyrosinkinase Jak1l in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Es zeigten von den insgesamt 95 immunhistochemisch untersuchten Praparaten 92
Tumore Jakl1- (96,8%), 94 Tumore Statl- und 93 Tumore Stat2-Expression (97,8%).
Dass diese Mitglieder in Meningeomen auch transkriptionell reguliert werden, zeigt
die Expression in der jeweils durchgefuhrten RT-PCR. Es sollte untersucht werden,

ob der PR mit den genannten Mitgliedern des Jak-Stat-Signalweges, der in
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Zusammenhang mit Proliferation steht, korreliert. Eine solche Korrelation konnte
sowohl fur Statl und Stat2 als auch fir Jakl nicht nachgewiesen werden.

Die Expression der untersuchten Mitglieder des Jak-Stat-Signalweges bestatigt die
Ergebnisse bisheriger Literatur (Magrassi et al.1999). Aus der Arbeit von Magrassi et
al. ist auBerdem bekannt, dass Statl in Meningeomgewebe tyrosinphosphoryliert
vorliegt und damit aktiv ist. Auch im Mamma-Karzinom sind einige Mitglieder dieses
Signalweges nachweislich exprimiert (Watson et al.1995).

Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass tUber das Jak-Stat-System Proliferation
moduliert wird. In diesem Zusammenhang ist wichtig zu wissen, dass die Stat-
Proteine im Rahmen der Erforschung der Zytokin-Signalwege entdeckt wurden.
Diese sind neben Zelldifferenzierung und Zelliberleben vor allem auch fir die
Proliferation von Zellen verantwortlich (Bowman et al.2000). Konkretere
Anhaltspunkte fir die Einwirkung des Jak-Stat-Signalweges auf die Zellproliferation
findet man bei Bromberg et al.1996 (Bromberg et al.1998 und Xu et al.1998), die die
Wirkung von Statl auf die Proliferation untersuchten. Sie konnten eine
wachstumshemmende Wirkung von Statl aufzeigen. Bestatigt wird diese Wirkung
durch eine Arbeitsgruppe, die nachweisen konnten, dass Statl neben der
synergistischen Aktivierung einiger Gene in Antwort auf IFN gamma auch fir die
Repression anderer Gene in Antwort auf IFN gamma benétigt wird (Ramana et
al.2000). Mdoglicherweise hat Statl eine Tumor-Supressorfunktion, da sein Fehlen
zur Tumorprogression fihrt (Kaplan et al.1998).

Eine Interaktion der Stat-Transkriptionsfaktoren mit dem PR ist fir Stat5 bereits
beschrieben (Stoecklin et al.1999). In Meningeomgewebe konnten durch Stimulation
mit IFN-alpha aber lediglich sowohl Jakl als auch Statl und Stat2 phosphoryliert und
damit aktiviert nachgewiesen werden (Magrassi et al.1999). Daher sollte ein
moglicher Zusammenhang der PR-Expression mit diesen in Meningeomen
aktivierten Transkriptionsfaktoren bzw. unterstitzenden Kinasen erarbeitet werden.
Aus der Literatur geht weiter hervor, dass Jakl fur die Aktivierung der Stat- Proteine
1 und 3 bendtigt wird (Gupta et al. 1996). Jak2, obwohl aktiviert, kann ohne
Anwesenheit von Jak1l keine Aktivierung von Statl und Stat3 bewirken (Guschin et al
1995, Shimoda et al 1997). Das fuhrte dazu, dass in der vorliegenden Arbeit von den
Tyrosinkinasen der Jak-Familie Jak1 untersucht wurde.

Aus bisheriger Literatur geht auRerdem hervor, dass die Stat-Proteine nicht alleine

agieren. Verschiedene Steroidrezeptoren interagieren unter anderem mit Mitgliedern
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des Jak-Stat-Signalweges. So steht der Glukokortikoid- Rezeptor (GR) in
Wechselwirkung mit Stat3 und Stat5 (Stoecklin et al 1996, Zhang et al 1997, Cella et
al 1998). Der Jak-Stat-Weg vermittelt auferdem die Wirkung von Prolaktin-
Rezeptoren (Schindler et al.1995). Prolaktin-Rezeptoren sind in Meningeomen zum
Teil exprimiert. Es konnte dartberhinaus gezeigt werden, dass die Behandlung der
Meningeomzellen mit Prolaktin wachstumsstimulierend wirkt (Boyle-Walsh et al.1995,
Jimenez-Hakim et al.1993, Muccioli et al.1997). Der Jak-Stat-Signalweg moduliert
demnach mdoglicherweise hormonabhéngige Proliferation. Eine signifikante
Korrelation mit der Expression des Progesteron Rezeptors als Hinweis dafir, dass
die Proliferation durch Progesteron durch den Jak-Stat Signalweg in Meningeomen

vermittelt wird konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden.

5.3.4. Korrelation von PR-Expression und gynakologischer Komorbiditéat

Moglicherweise hat die Einwirkung von Hormonen auf Meningothelzellen eine
spatere Proliferation dieser Zellen zur Folge. Daher wurden die Frauen mit
Meningeomerkrankung nach gynakologischer Begleiterkrankung, Anzahl der
Schwangerschaften und Einnahme von Hormonpraparaten gefragt. Weiterhin wurden
diese Angaben mit der Expression des PR verglichen. In der vorliegenden Arbeit
geben nur 23 der Meningeom-Patientinnen eine gynakologische Erkrankung an im
Vergleich zu 21 Patientinnen, die unter keiner Erkrankung im gynakologischen
Bereich leiden. Nur 2 der insgesamt 3 Patientinnen mit maligner gynékologischer
Begleiterkrankung leiden unter einem Mamma-Karzinom. Bei den gutartigen
Veranderungen handelt es sich in den meisten Fallen um Myome oder um eine
Veranderung der menstruellen Blutung bzw. das Auftreten einer postmenopausalen
Blutung ohne Nachweis von Malignitat, welche zu einem operativen Eingriff fihrten.

Die bisherige Literatur beschaftigt sich mit der Assoziation zwischen Meningeom und
Mamma-Karzinom. Zusammenhénge zwischen dem Auftreten eines Meningeoms
und anderen gynakologischen Erkrankungen wie Endometrium- und Ovarial-
Karzinom sind in der bisherigen Literatur nicht beschrieben. Uber die Assoziation
zwischen Meningeom-und Mamma- Karzinom-Auftreten gibt es kontrare

Erkenntnisse. Schoenberg et al. entdeckt in seiner epidemiologischen Studie an
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einer relativ kleinen Fallzahl einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Auftreten der beiden Erkrankungen (Schoenberg et al. 1975). Diese Assoziation
konnte an einer groReren Fallzahl von 324 Patientinnen nachvollzogen werden
(Posner et al. 1978). Viele Case reports berichten von Frauen mit Mamma-Karzinom
und gleichzeitig bestehendem Meningeom (Markopoulos et al.1998, Rubinstein et
al.1989, Di Bonito et al.1993). Andere Autoren dagegen kdnnen keine signifikanten
Ergebnisse vorweisen und bestreiten eine pathogenetische Verbindung zwischen
dem Auftreten von Mamma-Karzinom und Meningeom (Jacobs et al. 1992, Salvati et
al.1996).

Genauso zeigten die Ergebnisse hinsichtlich der Hormon-Einnahme in vorliegender
Arbeit keine Auffalligkeiten. 21 der Patientinnen nahmen vor der Diagnose eines
Meningeoms Hormonpraparate ein, 19 Frauen verneinten die Einnahme von
Hormonenpraparaten.

Wahrscheinlich handelt es sich bei einer Anzahl von 49 auswertbaren Fragebégen
zur gynakologischen Anamnese um eine zu kleine Fallzahl, um relevante Aussagen
machen zu kénnen. Daher wurde auf eine weitergehende statistische Auswertung

verzichtet.

5.4. Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Hormone in Tumoren

Die Zellproliferation steigert sich von den WHO-Grad |-Meningeomen uber die
atypischen bis hin zu den anaplastischen Meningeomen. Der Mitoseindex korreliert
streng mit der GroRenwachstumsrate. Dem entprechend steigt der MIB-1/Ki-67-
Index, ein Proliferationsmarkerindex, signifikant von den niedriggradigen bis hin zu
den hohergradigen Meningeomen an (Kleihues 2000). Dieses Grolienwachstum als
zentraler neoplastischer Prozess der Meningeome beschéftigte auch Detta et al.
(1993). Er und seine Arbeitsgruppe untersuchten daher Proliferation und Proto-
Onkogen-Expression in einigen typischen und atypischen Meningeomen und wiesen
ebenfalls signifikant hohere Proliferationsindizes bei héhergradigen Meningeomen
auf (Detta et al.1993).

Zellproliferation wird durch verschiedene Faktoren moduliert. Zu diesen Faktoren
gehoren unter anderem Hormone, deren Rezeptoren und Wachstumsfaktoren bzw.
Wachstumsfaktorrezeptoren als eine Subklasse von sogenannten Onkogenen.

Hinsichtlich des Themas der vorliegenden Arbeit sollen in diesem Abschnitt
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insbesondere der PR, das HER2/Neu-Protoonkogen und ihr Zusammenwirken naher

beleuchtet werden.

Steroidhormone und Wachstumsfaktoren férdern Wachstum und Entwicklung von
normalem Mamma-Gewebe und einigen Typen des Mamma-Karzinoms. Diese zwei
Signalwege konnten unabhéngig voneinander oder in Zusammenwirkung
funktionieren, indem Steroidhormone die Transkription von Genen induzieren, die fur
Wachstumsfaktoren oder deren Rezeptoren kodieren (Modiano et al.1991).

Die Wirkung von Progesteron auf das Meningeomwachstum ist dagegen unklar.
Proliferativer als auch antiproliferativer Effekt werden postuliert. Durch
Untersuchungen mehrfach belegt ist allerdings, dass PR-Abwesenheit in
Meningeomen mit hohem zellularen Proliferatinsindex (Hsu et al.1997) und héherem
Tumorgrad (Brandis et al.1993, Gabos et al.1992, Hsu et al.1997) einhergeht.
Letzteres konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Die Abwesenheit von
PR, hoher Mitoseindex und hoher Tumorgrad stellen signifikante Faktoren fir kiirzere

krankheitsfreie Intervalle postoperativ dar (Hsu et al.1997).

Das konkurrente Auftreten zweier Neoplasien beim selben Patienten — z.B.
Meningeom und Mamma-Karzinom — kann heil3en, dass moéglicherweise in beiden
Tumoren die Expression ahnlicher Onkogene im Sinne einer genetischen Disposition
eine Rolle spielt. Bei einem Onkogen handelt es sich um ein Gen, dessen
Uberexpression oder Uberfunktion zu maligner Transformation fiihrt. C-erbB-2 ist
zum Beispiel ein solches Onkogen.

Die Aktivierung von Wachstumshormonen fuihrt zu einer signifikanten Steigerung der
Wachstumsrate von Meningeomen (Friend et al. 1999). Eine Blockade der
Wachstumsfaktor-Rezeptoren kann zur Blockade des Tumorwachstums oder sogar
zur Tumorregression fuihren. In Tumoren spielen Veranderungen in der Expression
von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren eine entscheidende Rolle.
Rezeptoren der Typ I-Tyrosinkinase- Rezeptorfamilie werden hier stark exprimiert.
So auch das im Einleitungsabschnitt ausfihrlicher beschriebene Mitglied erbB2, auch
HER2 genannt. ErbB2 ist ein transmembraner Wachstumsfaktor-Rezeptor, der in
normalen und malignen Brustepithelzellen vorkommt. Phosphorylierung der
intrazellularen Tyrosinkinase fuhrt zur Aktivierung von Genen, die Zellwachstum

vermitteln (Lohrisch et al.2001). c-erbB2 zum Beispiel als maligner Phanotyp kodiert
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fur HER2 (human epidermal growth factor receptor 2), welcher in einigen malignen
Erkrankungen wie Mamma-, Ovarial- und Kolon-Karzinom Gberexprimiert, amplifiziert
oder beides ist (Kumar et al.2001). Der erbB2-Rezeptor wird in fast 30% der
Mamma-Karzinome mit hohen Spiegeln exprimiert (Lupu et al.1993). Weiterhin spielt
seine Expression fur die Transformation und die Prognose des Mamma-Karzinoms
eine wichtige Rolle (Lupu et al.1993). Uberexpression von erbB2 und EGFR ist beim
Mamma-Karzinom mit aggressiverem klinischen Verhalten assoziiert (Mendelsohn et
al.2000). So ist beispielsweise die Uberexpression des HER2/Neu-Protoonkogens
mit der Progression des Mamma-Karzinoms verbunden (Bezwoda 2000). Wahrend
der Zusammenhang zwischen erbB2-Uberexpression und schlechter Prognose
mittlerweile klar ist, bleibt die biologische Konsequenz der erbB2-Uberexpression
unklar (Lupu et al.1993). Schwechheimer et al. kénnen auch eine Uberexpression
von neu/c-erbB2-mRNA in Gliomen und Meningeomen nachweisen (1994).

Die Hauptpartner von erbB2 innerhalb von Karzinomen sind erbB1, auch als EGFR
bezeichnet; und erbB3, dessen mitogener Effekt innerhalb der hetreodimeren
Komplexe aktiviert wird (Harari et al.2000). Das Gen fur den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) war das erste zellulare Onkogen, welches in
Gliomen in amplifizierter Form nachgewiesen werden konnte (Libermann et al 1985 ).
EGFR (ErbB-1) kodiert den Rezeptor fur den epidermalen Wachstumsfaktor. EGFR-
Uberexpression ist beim Mamma-Karzinom mit aggressiverem klinischen Verhalten
assoziiert (Mendelsohn et al.2000). ErbB3 ist das dritte Mitglied der EGFR-Familie.
Das erbB3-Gen kodiert fur ein 148 kd Polypeptid (Kraus et al.1989). Die erbB3-
Immunreaktivitat  ist  statistisch  signifikant mit dem  Auftreten  von
Lymphknotenmetastasen bei Mamma-Karzinom-Patientinnen assoziiert (Lemoine et
al.1992). Mdglicherweise spielt demnach auch erbB3 eine Rolle innerhalb der
Proliferation von Tumoren.

Tumorzellen benétigen eine gute Blutversorgung, damit Wachstum und
Metastasierung folgen konnen. Uberexpression von zum Beispiel erbB2 in
Tumorzellen ist daher eng verbunden mit gesteigerter Angiogenese und der
Expression des VEGF (vascular endothelial growth factor). In der Tat ist das
Tumorwachstum supprimiert, wenn der VEGF-Signalweg inhibiert wird (Kumar et
al.2001). So verhindert der erbB2-Antikorper  Trastuzumab  sowohl

Tumorzellwachstum als auch die VEGF-Expression (Kumar et al.2001).
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Es wird davon ausgegangen, dass die Wachstumsprogression von Meningeomen
durch Progesteron in Zusammenwirken mit verschiedenen Wachstumsfaktoren
verursacht wird (Brandis et al.1993). EGF-Aktivitat kann in PR-positiven
Meningeomen durch eine Progesteron-Gabe gesteigert werden. Progesteron-
Antagonisten kénnen umgekehrt die EGF-Aktivitat reduzieren (Koper et al.1990).
Ahnliche Ergebnisse sind beim Mamma-Karzinom bekannt. Es konnte gezeigt
werden, dass EGF-Expression in Mammakarzinom-Zelllinien durch Progestin
reguliert werden kann (Murphy et al.1988). So kann EGF durch Progestin-Aktivierung
antagonisiert werden (Sarup et al. 1988).

Auch Ostrogene und ihre Rezeptoren sind in diesem Zusammenhang von
Bedeutung. Ostrogene modulieren den erbB2-Signalweg tiber ER (Lupu et al.1993).
In ER-positiven Mamma-Karzinom-Zelllinien unterliegt die c-erbB2-Expression der
Kontrolle von Steroiden (Read et al.1990). Herunterregulation von erbB2 durch
Ostrogene kann durch den erbB2-Liganden gp30 blockiert werden (Lupu et al.1993).
Da der ER nach vieldiskutierter Literatur in Meningeomen aber keine Rolle zu spielen
scheint (Blankenstein et al.1983, Blankenstein et al.1987, Lesch et al.1986), wurde in
vorliegender Arbeit nicht der ER, sondern der PR nédher untersucht.

Auch die Sekretion des Wachstumsfaktors VEGF wird durch Steroide reguliert. Tsai
et al. konnte zeigen, dass die VEGF-Sekretion in Meningeomen hauptsachlich durch
Kortikoide und Wachstumsfaktoren reguliert wird (Tsai et al. 1999).

Ein weiterer Wachstumsfaktor ist TGF. King und seine Arbeitsgruppe flhrten
Untersuchungen lber die Wirkung von TGFR auf die Progression des Mamma-
Karzinoms in Ab- und Anwesenheit von Steroiden durch (King et al.1989). TGFR
wurde in Mamma-Karzinom-Zelllinien hochreguliert und damit Zellproliferation in
Gang gesetzt, wenn kein Steroideinfluss in Form von Steroidhormonzufuhr oder
Rezeptorexpression vorhanden war. Bei Steroidanwesenheit dagegen zeigte sich
TGFR nicht hochreguliert, so dass in diesem Fall die Proliferation Gber andere
Wachstumsfaktoren reguliert werden musste (King et al.1989).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen ebenfalls einen wenn auch anderen
Zusammenhang zwischen Steroid- und Wachstumsfaktor-Auftreten. Die PR-
Expression korreliert hier positiv mit der erbB2-Expression. Mdglicherweise kommt es
in niedriggradigen Meningeomen mit PR- und erbB2-Expression zur durch
Progesteron verursachter verstarkter erbB2-Wirkung und damit dann zur Vermittlung
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von Proliferation. Dagegen zeigen hohergradige Meningeome keine oder nur
schwache PR-Expression.

Fur therapeutische Ansatze konnte das bedeuten, dass bei WHO Grad I-
Meningeomen, in denen viel PR- und entsprechend viel erbB2-Expression vorliegt,
Proliferation mit Herzeptin und Progesteronantagonisten gehemmt werden kann. In
héhergradigen Meningeomen dagegen kénnen Herzeptin und
Progesteronantagonisten moglicherweise keine Wirkung erzielen, da hier weniger PR
und damit erbB2 exprimiert werden.

In der Zukunft ware ein Ansatz, nach anderen Wachstumsfaktoren, die in
hohergradigen Meningeomen Proliferation vermitteln, zu suchen, um dann

maoglicherweise therapeutische Strategien zu entwickeln.

5.5. Zusammenfassende Diskussion und Schlussfolgerungen

Wie die Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und andere Daten (Chozick et al.1996)
zeigen, wird erbB2 bei Meningeomen mdglicherweise in differenziertem Gewebe als
Proliferationsfaktor exprimiert und geht im Gegensatz zum Mamma-Karzinom mit
zunehmender Entdifferenzierung in Meningeomen verloren. Die PR-Expression
korreliert positiv mit der erbB2- Expression. Demnach wird der PR ebenfalls in
niedriggradigen Meningeomen starker exprimiert als in hdhergradigen, geht also
auch verloren. Daraus resultiert, dass die Wirkung des PR auf das
Meningeomwachstum noch nicht vollstdandig geklart ist. In niedriggradigen
Meningeomen konnte die PR-Expression daher lediglich ein genetisches
Epiphanomen sein, welches mit der Pathogenese bzw. der Meningeomprogression
primar nicht in Zusammenhang steht. Méglicherweise ist diese PR-Expression also
Folge einer anderen fir die Pathogenese entscheidenden genomischen
Veranderung in Meningeomen, die zu einer entsprechend starkeren Bildung des PR
als Antwort auf Hormoneinwirkung fihrt. Damit konnte die etwas starkere PR-Bildung
bei Meningeomen weiblicher Patienten erklart werden. Weiterhin kénnte so auch
erklart werden, warum es keine konsistenten Daten zu der Frage gibt, ob Hormone
wie das Progesteron zu Proliferation fuhren, da mdglicherweise die weitere Funktion

des PR-Signalweges ebenfalls gestort ist.
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Aus der bisherigen Literatur ist ersichtlich, dass Mitglieder des Jak-Stat-Signalweges
mit Steroidrezeptoren interagieren. Der Glukokotikoid-Rezeptor (GR) steht in
Wechselwirkung mit Stat3 und Stat5 (Stoecklin et al 1996, Zhang et al 1997, Cella et
al 1998). Der Jak-Stat-Weg vermittelt aufRerdem die Wirkung von Prolaktin-
Rezeptoren (Schindler et al.1995), welche in Meningeomen teilweise exprimiert
werden und auf Meningeomzellen wachstumsstimulierend wirken. (Boyle-Walsh et
al.1995, Jimenez-Hakim et al.1993, Muccioli et al.1997)

Aus diesem Grund wéare es durchaus denkbar, dass der PR als Steroihormon-
Rezeptor Uber das Jak-Stat-System Proliferation vermittelt. Es wéare auch maoglich,
dass — wie in Abschnitt 5.4. angedeutet — das Jak-Stat-System zur Hochregulation
des PR fuhrt und Uber diesen Mechanismus Proliferation moduliert wird. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen allerdings keine Korrelation zwischen der
PR-Expression und Jak1, Statl oder Stat2. In der vorliegenden Arbeit konnte so kein
sicherer Hinweis auf ein funktionelles Zusammenspiel des PR mit dem Jak-Stat-
System gefunden werden. In diesem Zusammenhang bleibt die Bedeutung und
Regulation des PR in Menigeomen weiterhin unklar. Der Transkriptionsfaktor Stat 5
ist mit der differenziellen Expression von PR induzierten bzw. reprimierten Genloci
assoziiert (Stoecklin 1999), allerdings konnte keine Phosphorylation und damit
funktionelle Aktivierung in Meningeomen nachgewiesen werden (Magrassi 1999), so
dass auch das Stat 5 eher nicht mit der PR —Regulation bzw. —Wirkung in
Meningeomen in Zusammenhang steht.

Bereits einleitend wurde mehrmals auf die schon seit langer Zeit bekannte
Frauenwendigkeit der Meningeome eingegangen, interessant ist dariberhinaus vor
allem die Expression von Hormonrezeptoren in  Meningeomen. Eine solche
Hormonrezeptor-Expression ist vor allem das Charakteristikum der Mamma-
Karzinome, so dass im Folgenden vor allem auf diese Assoziation eingegangen
werden soll. Das Wachstum vieler Mamma-Karzinome scheint abhéngig von der
Prasenz der Steroidhormone Progesteron und Ostrogen und ihrer Rezeptoren zu
sein, besonders in frihen Stadien der Tumorgenese (Leslie et al.1999). Allerdings
findet sich hier ein etwas anderes Verteilungsmuster bezlglich PR-und ER-
Verteilung (Di Bonito et al.1993). Ungefahr 50-60% der Mamma-Karzinome
exprimieren den ER, die Mehrzahl zusatzlich auch den PR (Lieu et al. 2003).

Dagegen dominiert — wie erwahnt — in Meningeomen der PR. Die Anwesenheit von
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ER und PR bedeutet, dass ein hdchstwahrscheinlich auf eine Antidstrogen-Therapie
ansprechendes, gut differenziertes Mamma-Karzinom vorliegt (Leslie et al.1999). PR-
und ER-Status im Mamma-Karzinom gelten als wichtiger Prognosefaktor zur
Vorhersage des moglichen krankheitsfreien Intervalls (Horwitz et al.1992). Beide ER-
Typen und beide PR-Typen werden in Mamma-Karzinomen exprimiert. Die
Entdeckung, dass einige Tumore nur eine der beiden PR-Isoformen exprimieren, hat
klinische und therapeutische Bedeutung (Leslie et al.1999). Die Steroidhormone,
Ostrogen und Progesteron, haben sowohl in normalem Brustgewebe als auch im
Mamma-Karzinom eine wichtige Funktion (Russo und Russo 1998). Ostrogen und
Progesteron regulieren die Brustdrisenentwicklung wahrend Pubertat und
Schwangerschaft, und sind assoziiert mit der Initiierung, der Entwicklung und der
Progression des Mamma-Karzinoms (Hansen et al.2000). Ostrogene stimulieren, so
die Hypothese, Mamma-Karzinom-Entwicklung durch Proliferationssteigerung des
Brustepithels (Katzenellenbogen et al. 1987). Diese Wirkung wird Uber
unterschiedliche Signalwege vermittelt, die EGF und IGF-1 mit einschlieRen. Die
Wirkung von Progesteron hinsichtlich Proliferation versus Differenzierung ist noch zu
wenig verstanden, bisher geht man von einer Rolle als Proliferationsstimulator aus
(Leslie et al.1999). Die PR-Synthese ist in Mamma-Karzinom-Zellinien abhangig von
Ostrogen-Stimulation (Horwitz et al.1975, McGuire et al.1978).

Progesteron soll die Zellen fur EGF sensitivieren. Andere vermuten, dass die
Wirkung von Progesteron auf die Zellproliferation von Progesteron — oder PR —
Konzentration abhangt (Leslie et al.1999). AuRerdem konnen Ostrogen und
Progesteron die Synthese von EGFR regulieren (Haslam et al. 1992). Genauso
konnte gezeigt werden, dass Steroidhormon—Rezeptoren durch Wachstumsfaktoren
aktiviert werden (Bunone et al.1996). Demnach agieren auch im Mamma-Karzinom-
Gewebe Steroidhormone und ihre Rezeptoren nicht allein, sondern zusammen mit
Wachstumsfaktoren (Nicholson et al.1999). Mamma-Karzinome zeigen eine genau
entgegengesetzte Korrelation von ER- und EGFR-Expression als Meningeome
(Wrba et al.1988). Ein positiver EGFR-Status korreliert mit einem aggressiven

Verlauf der Erkrankung (Sainsbury et al.1988)

Meningeome zeigen dagegen eine viel starkere Tendenz den PR zu exprimieren als

den ER. Dieses unterschiedliche ER/PR-Verteilungsmuster der beiden Neoplasien
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mag vielleicht auch die beim Mamma-Karzinom angewendete und erfolgreiche und

beim Meningeom dagegen oftmals nicht funktionierende Hormontherapie erklaren.

Mdglicherweise stellt der PR die biologische Basis fur die Meningeomentstehung dar.
Daher ist es ganz entscheidend den bislang noch unbekannten
Regulationsmechanismus des Rezeptors zu kennen, um so vielleicht doch Anséatze
fir eine adjuvante Therapie zu ergrinden, da die chirurgische Intervention, wie
bereits ausgefuhrt, vor allem bei hohergradigen Tumoren nicht immer zum Erfolg
fuhrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Korrelation zwischen dem PR
und dem Onkogen erbB2, welches fir Proliferation in Meningeomen und Mamma-
Karzinomen verantwortlich gemacht wird, besteht. Aber Experimente zur
Hormontherapie mussen wegen der Tendenz der Tumorzellen, PR-Expression zu
verlieren, mit Vorsicht interpretiert werden. Moglicherweise erklart dies namlich auch
das zum Teil schlechte Ansprechen der Meningeomzellen auf Hormontherapie
(Koper et al.1994). Wie bereits diskutiert wurde, ist zudem die erbB2 Expression in
héhergradigen Menigeomen signifikant geringer, wahrend beim Mamma-Karzinom
erbB2 besonders in maligneren Tumoren mit schlechterer Prognose exprimiert wird.
Dies weist daraufhin, dass offensichtlich die Expression und damit auch die
funktionelle Bedeutung in Meningeomen im Gegensatz zu Mamma-Karzinomen
unterschiedlich ist. Zusammen mit der ebenfalls signifikant geringeren PR-
Expression in hohergradigen Meningeomen, konnte dies ebenfalls ein weiterer
Grund fur die sehr diskrepanten Ergebnisse im Hinblick auf die adjuvante Therapie
der beiden Tumorentitaten sein.

Es qilt also weiterhin, die Komplexitdt des PR-Regulationsmechanismus zu
verstehen, um mogliche, fir den Patienten sinnvolle Therapieoptionen adjuvanter
Behandlung zu ermdoglichen. Intrazellularen Signalwegen liegen komplexe
Mechanismen und Interaktionen zugrunde. Ziel weiterer wissenschaftlicher Arbeit

muss es demnach sein, diese Interaktionen weiter zu verstehen.
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6. Zusammenfassung

Meningeome sind der chirurgischen Therapie nicht immer kurativ zuganglich. Vor
allem die hohergradigen Meningeome, die hohe Proliferationstendenz und Zeichen
der histologischen Entdifferenzierung zeigen, haben trotz chirurgischer Intervention
eine erhohte Rezidivneigung und eine insgesamt schlechtere Prognose. Die PR-
Expression kénnte eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Meningeomentstehung
spielen. Frauenwendigkeit, Meningeomwachstum innerhalb von Zeiten hormoneller
Veranderung und die von einigen Autoren beschriebene Assoziation mit dem
Mamma-Karzinom sprechen daflr. Nicht ganz klar ist allerdings in wie weit diese
Rezeptor-Expression auf Proliferation bzw. Tumorprogress wirkt. Ebenfalls unklar ist
bisher die Regulation der Expression vom PR. Unter diesem Aspekt ist auch der
Einsatz von adiuvanten hormonellen bzw. antihormonellen Therapien bei
Meningeomen im Gegensatz zum Mamma-Karzinom noch nicht definiert bzw.
etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher zum einen die Expression des PR mit
Faktoren, die fur Proliferation in Meningeomen verantwortlich gemacht werden,
korreliert. ~ Weiterhin  wurde die PR-Expression mit gynakologischen
Begleiterkrankungen, die mit Hormonveranderungen einhergehen, korreliert. Beides
sollte indirekte Hinweise fur die mogliche proliferative Wirkung des PR geben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Korrelation zwischen der PR-
Expression und der erbB2-Expression. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
héhergradige Meningeome im Vergleich zu niedriggradigen signifikant weniger PR
und erbB2 exprimieren. Damit werden sie mdglicherweise in differenziertem Gewebe
als Proliferationsfaktoren exprimiert und gehen mit zunehmender Entdifferenzierung
in Meningeomen verloren.

Eine Korrelation zwischen der PR-Expression und der Expression der Mitglieder des
Jak-Stat-Signalweges lie3 sich nicht nachweisen. Genauso besteht bei den 95
untersuchten Meningeomen kein Zusammenhang zwischen PR-Status und
gynakologischer Komorbiditat.

Aus den oben genannten Ergebnissen wird ersichtlich, dass der PR und erbB2 in
Meningeomen offensichtlich eine andere Rolle spielen als in Mamma-Karzinomen.
Dies erklart die bisher nicht sicher als wirksam nachgewiesene und damit noch nicht

definierte adjuvante Hormontherapie bei diesen Tumoren.
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